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  Siempre he sentido una gran curiosidad, cuando era pequeño y todavía no sabía 
leer recuerdo preguntar a mi madre por lo que veía escrito en cualquier parte, 
en los carteles, en la tele, quería aprender a leer para saber todo lo que allí 
aparecía. También recuerdo cómo le preguntaba a mi padre cuándo íbamos al 
campo, a “El Olivar” a realizar alguna tarea agrícola, sobre cuestiones que me 
desorientaban de las clases de religión y sobre el origen de la vida. Recuerdo 
cómo aquellas preguntas siempre me causaban cierta intranquilidad porque la 
respuesta no era fácil de asimilar, y menos aún cuando todavía te queda mucho 
por aprender. Cuando ya era más mayor, quería saber además por qué ocurrían 
las enfermedades, para saber cómo curarlas o cómo aliviarlas, sobre todo me 
interesaban las enfermedades mentales porque en casa las hemos vivido y 
sabemos lo difíciles e incomprendidas que son. Todo ello hizo que orientara mis 
estudios hacia las ciencias, aunque también las letras me habían gustado mucho.  
Primero estudié la carrera de Farmacia en la Universidad de Valencia, y más 
tarde, como quería seguir aprendiendo, decidí estudiar para hacer una 
especialidad. Realicé la especialidad de Bioquímica clínica en el Hospital Dr. 
Peset de Valencia, y allí, tras la residencia y ya como becario de la Fundación 
para la investigación del hospital, fue donde conocí a Carlos. Nos presentaron 
para ver si nos podías ayudar a saber cómo pedir financiación para proyectos 
del laboratorio, sobre fertilidad y sobre celiaquía, y desde el primer momento 
ya estabas dispuesto a ayudarnos. Fue gracias a ti que conocí el departamento 
de Farmacología de esta Facultad, y ello me dio la oportunidad de dar un paso 
más en mi aprendizaje y conocer el fascinante, necesario y a la vez arduo mundo 
de la investigación. Al principio y durante un tiempo no fue fácil compaginar 
trabajo con realizar toda la experimentación que la tesis doctoral requería, pero 
la verdad es que en el departamento siempre he encontrado a gente que te 
brinda su apoyo y ayuda, y gracias a todos ellos hoy puedo estar redactando los 
agradecimientos de mi tesis doctoral.  
	  En primer lugar, tengo que dar las gracias a mis directores de tesis: ¡Muchas 
gracias Carlos! Porque siempre estabas dispuesto a echarme una mano, y 
cuando me veías apurado de tiempo aún más, porque siempre he recibido de ti 
palabras de ánimo que me daban fuerzas para continuar, por todo lo que me 
has enseñado, que es mucho, y por tu paciencia a la hora de explicar. Por 
preocuparte tanto por mí y por el trabajo que estábamos llevando a cabo, para 
que saliera siempre lo mejor posible. Tu gran ayuda y tu confianza depositada 
en mí me daba energía para que, aunque las fuerzas flaquearan, continuara día 
tras día. ¡Muchas gracias Sara! Por permitir que hiciera la tesis doctoral con 
vosotros a pesar de lo complicado que era al no poder estar a tiempo completo 
en el laboratorio. Por darme la oportunidad de demostrar mi interés y mi 
compromiso para realizar este trabajo con vosotros. Por todo el tiempo que has 
invertido en mí y en nuestros experimentos, cuando también tenías otras 
investigaciones en curso a las que dedicarte. Porque tu rigurosidad para evaluar 
los resultados hacía que cada vez me exigiera más, y también porque cuando 
salían bien los experimentos tus palabras de aceptación me reconfortaban para 
seguir adelante. Vuestro gran apoyo, Sara y Carlos, ha hecho que bien haya 
merecido la pena todo el esfuerzo y trabajo que he realizado, y solo me puedo 
arrepentir de no haber podido estar más tiempo con vosotros para así haber 
aprendido mucho más. 
Sin duda, también tengo que agradecer que me aceptaran en este gran grupo 
de investigación: ¡Muchas gracias Loles! Por aceptarme en tu grupo, también a 
pesar de mis circunstancias personales. Por también preocuparte porque el 
trabajo que estaba realizando con Sara y Carlos fuera por el buen camino. 
Porque era muy interesante escucharte en los seminarios, por los conocimientos 
que nos transmitías y porque era muy gratificante ver cómo te interesaba y 
preocupaba los experimentos que te mostrábamos. La verdad es que los lab-
meeting eran muy estimulantes al conocer las investigaciones y los diferentes 
	  puntos de vista de todos los compañeros, ¡ojalá hubiera podido ir a más! 
¡Muchas gracias Juan Vicente! Porque también me permitiste formar parte del 
excelente grupo de Farmacología que has creado. Me llevo mucho aprendido y 
muchas más ganas de seguir aprendiendo. Porque el grupo está lleno de gente 
brillante y muy trabajadora, y al mismo tiempo cercana y gran compañera. Es 
todo un lujo haber formado parte de él. 
Además, he de dar las gracias al resto de investigadores del grupo: ¡Muchas 
gracias Ángeles! Porque siempre tus palabras eran para interesarte y 
preocuparte por mí, para ver qué tal me iba. ¡Muchas gracias Miguel! Porque, 
aunque nos habíamos visto mucho por el departamento, ha sido ahora al estar 
abajo que hemos tenido más contacto y has estado dispuesto a ayudarme si lo 
necesitaba. ¡Muchas gracias Mª Ángeles! Porque también he aprendido mucho 
de ti en los seminarios. ¡Muchas gracias Nade! Porque, aunque no hemos 
coincidido mucho, siempre te he visto muy preocupada porque nos fuera bien 
en el lab y también dispuesta a ayudar a quien te lo pidiera. 
Por supuesto, mi experiencia aquí no hubiera sido la misma sin contar con mis 
grandes compañeros del laboratorio: ¡Muchas gracias Dolo! Porque desde el 
principio te veía muy cercana a mí, siempre dispuesta a ayudarme, a 
aconsejarme, a responder a todas mis muchas preguntas. Porque siempre te has 
interesado y preocupado por mí, para saber cómo llevaba la tesis. ¡Muchas 
gracias Jesús! Porque también siempre me has ayudado y enseñado mucho, aún 
recuerdo cuando al principio me enseñaste a trabajar en cultivos. Porque tu risa 
y tu energía se nos contagiaba a todos en el lab y hacía que nos divirtiéramos 
un rato. ¡Muchas gracias Dulce! Porque eres una gran compañera, que incluso 
antes que te pidiera alguna cosa si me veías corriendo por el lab me decías que 
me podías ayudar en lo que necesitara. Porque siempre me integrabas en los 
planes del lab aunque a muchos por falta de tiempo no podía ir.  
	  ¡Muchas gracias Pedro! Por tu disponibilidad para ayudarnos a todos. ¡Muchas 
gracias Laura! Porque hemos sabido compartir muy bien el tiempo de Carlos, 
¡aunque a veces nos costaba encontrarlo!, y porque siempre me has ayudado 
cuando lo he necesitado. 
También me he sentido muy cerca de los compañeros del Liver team: ¡Muchas 
gracias Ana! Porque, aparte de ser una gran profesional y una persona muy 
trabajadora, siempre tienes tiempo para los demás, para ver qué tal estamos y 
para ver si necesitamos algo en que puedas ayudarnos. ¡Muchas gracias Nando! 
Por todo el tiempo que hemos compartido, tanto en el lab, como en esta última 
etapa en el despacho de abajo. Porque nuestras conversaciones de política y, 
sobre todo, de la serie Homeland, nos entretenían y nos servían también para 
desconectar. Porque tus consejos me han sido de gran ayuda en el lab, y 
también a la hora de redactar y maquetar la tesis, y por recomendarme el 
virtuoso Mendeley. ¡Muchas gracias Miriam! Porque también siempre me has 
ayudado y te has interesado por cómo me iba todo. ¡Muchas gracias Alberto! 
Porque siempre estás dispuesto a ayudarnos y a darnos ánimos. 
¡Muchas gracias Olga! Por esa buena energía que transmitías a todos cuando 
venías al lab. Moltes gràcies Laia! Perquè també has demostrat ser una bona 
companya del lab, sempre disposta a compartir tot el que tenim al lab. ¡Muchas 
gracias Ángela! Por tu amabilidad y cercanía hacia todos. ¡Muchas gracias 
Isabel! Porque también siempre estás dispuesta a ofrecer ayuda y buenos 
consejos. ¡Muchas gracias Patri! Porque hemos sabido compartir muy bien tanto 
el ordenador de la bancada como el poco espacio que a veces teníamos. 
¡Muchas gracias también a los recién llegados: Pablo, Julia, Ana, Sandra, 
Carlos, Davide y Tomás! Porque aportáis nuevos aires y nuevas ideas sobre las 
que reflexionar. 
 
	  También tengo palabras de agradecimiento para los compañeros del lab de 
abajo, que es donde al principio yo estuve: ¡Muchas gracias Víctor, Fer, Ainhoa, 
Mariam! Porque, aunque hemos estado separados por un piso, cuando he 
necesitado algo de abajo o algo no encontraba, siempre me habéis echado una 
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y gran ayuda. ¡Muchas gracias también a todos los compañeros del Peset: 
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siempre eran muy amables y atentos si necesitábamos algo. 
Es necesario también acordarme de todas aquellas personas que ya no están en 
el lab pero con las que también he compartido buenos momentos: ¡Muchas 
gracias María! Porque aportabas mucha vitalidad y alegría al lab, y porque eran 
muy interesantes nuestras conversaciones sobre idiomas y viajes. ¡Muchas 
gracias César! Por ser también un buen compañero y por esos divertidos 
momentos en que hablábamos de series y de viajes. ¡Muchas gracias Nicole! 
Porque aportabas mucha fuerza y ánimo a todos nosotros. ¡Muchas gracias 
Silvia! Porque siempre te has preocupado por cómo me iba todo y por nuestras 
conversaciones en el lab. ¡Muchas gracias Amelia! Porque siempre has hecho lo 
posible por ayudarme y por buscarme lo que necesitaba. ¡Muchas gracias 
Carmen! Porque también recibí de ti buenos consejos. Moltes gràcies Raquel! 
Perquè la teua presència al lab també era molt estimulant i divertida, sempre 
sabies com fer-nos riure i també pels teus valuosos consells. ¡Muchas gracias 
Haryes! Porque el tiempo que coincidimos también fuiste un buen compañero. 
Además, tengo que dar las gracias a otros compañeros del departamento: 
¡Muchas gracias Brian! Porque siempre nos ofreces tu ayuda, y siempre te 
interesas por cómo nos va cuando te pasas por el lab. Moltes gràcies Dora! Per 
les interessants i divertides converses en la cuina, perquè sempre era enriquidor 
	  conéixer el teu punt de vista. ¡Muchas gracias Raúl! Porque siempre nos has 
facilitado nuestro trabajo en el lab. 
Tampoco me puedo olvidar de los estudiantes que han pasado por mi bancada: 
¡Muchas gracias Carlos, Jaume y Pau, y Carmen! Porque la verdad es que 
cuando os enseñaba y explicaba lo que estaba haciendo me planteabais nuevas 
e interesantes cuestiones de las que aprender también, y porque cualquier 
ayuda siempre venía bien para sacar los experimentos adelante. 
Por supuesto, mi familia y amigos han sido esenciales para poder realizar esta 
tesis: ¡Muchas gracias a mis amigas: Alba, Inma, Sonia, Elvira y Mª José! Por 
compartir tan buenos momentos conmigo y por estar siempre ahí. ¡Muchas 
gracias Ismael, Jordi, Javier y Lucia! Porque vuestra compañía hace que me 
relaje y que me divierta mucho. ¡Muchas gracias a mis primas Yolanda y Beatriz! 
Porque siempre me han apoyado y han confiado en mí, porque siempre me han 
dado fuerzas diciéndome que conseguiré todo lo que me proponga. ¡Muchas 
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Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) constituyen uno de los grupos de 
medicamentos más consumidos en el mundo por sus acciones antiinflamatoria, 
analgésica y antipirética, y, en consecuencia, sus reacciones adversas tienen una 
gran repercusión en la población. Su mecanismo de acción consiste en la 
inhibición de las enzimas ciclooxigenasas y el consecuente descenso en los 
niveles de prostanoides. Si la implicación de estos mediadores en la inflamación, 
el dolor y la fiebre justifica las acciones farmacológicas, su rol en funciones 
fisiológicas explica su perfil de efectos secundarios. Entre sus reacciones 
adversas merecen una mención especial las que ocurren a nivel gastrointestinal, 
ya que la síntesis de prostaglandinas juega un papel fundamental en el 
mantenimiento de la barrera mucosa y la integridad del epitelio gástrico. Por 
otro lado, también se ha visto que los AINE presentan cierto efecto antitumoral 
a nivel gastrointestinal, y aunque no exista todavía un mecanismo claro que lo 
explique, se han probado como coadyuvantes en tratamientos antineoplásicos. 
En ambos efectos, la toxicidad digestiva y la prometedora acción antitumoral, 
podría jugar un papel la modulación de un mecanismo celular de supervivencia: 
la autofagia. 
La autofagia es un mecanismo esencial de degradación lisosomal que ayuda a 
mantener la homeostasis citoplasmática eliminando orgánulos dañados y 
agregados proteicos y reciclando los nutrientes resultantes de esta degradación. 
Este proceso se activa en respuesta a la carencia de nutrientes o energía y a 
situaciones de estrés con el fin de favorecer la supervivencia celular. Su 
importancia es tal que se ha visto involucrado en el desarrollo de muchas 
enfermedades, como cáncer, enfermedades neurogenerativas, metabólicas, 
infecciosas, etc., y es por ello que existe un gran interés en el desarrollo de 
nuevos fármacos capaces de modular este proceso. 
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En esta tesis, pretendimos estudiar el papel que la autofagia estaba 
desempeñando en la citotoxicidad que los antiinflamatorios producen a nivel 
gastrointestinal. A este fin, evaluamos los efectos de varios AINE sobre la 
autofagia en células epiteliales gástricas. Nuestros experimentos iniciales 
indicaron que los salicilatos, ácido acetilsalicílico (AAS) y salicilato sódico, 
inhiben la formación de autofagosomas, mientras que la indometacina y el 
ibuprofeno impiden su degradación final en los lisosomas.  
En experimentos posteriores, tanto en un cultivo de células epiteliales como en 
un modelo de daño gástrico en animales, comprobamos que el AAS inhibe el 
proceso autofágico en una fase temprana al activar la ruta de señalización 
PI3k/Akt-GSK3-mTOR, que termina regulando negativamente ULK1 y 
bloqueando el inicio de la autofagia. La importancia de este efecto se hizo 
patente en el modelo de daño gástrico por AAS en animales porque una 
inhibición adicional de la autofagia con 3-MA ocasionó un mayor nivel de daño 
mientras que la activación de la autofagia con trehalosa protegió la mucosa. 
En la segunda parte de esta tesis demostramos que la indometacina inhibe el 
flujo autofágico bloqueando la degradación lisosómica, y que esto ocurre 
porque incrementa el pH del lumen lisosomal. Además, vimos que esta acción 
de la indometacina hacía a las células epiteliales gástricas más susceptibles a la 
acción citotóxica del antineoplásico oxaliplatino.  
En resumen, hemos visto que diferentes AINE pueden incidir de forma diversa 
sobre el proceso de la autofagia, y que la inhibición observada con algunos de 
ellos puede contribuir tanto a sus efectos adversos sobre el tracto digestivo 
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1.1   FÁRMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS 
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son uno de los grupos 
farmacológicos más utilizados en terapéutica, y que mayor consumo registra en 
España (Figura 1) (Ministerio de Sanidad 2014; Ministerio de Sanidad 2011) y en 
el mundo (Loza 2011; McGettigan & Henry 2013). Se estima que más de 30 
millones de personas en el mundo consumen algún AINE diariamente (Singh 
2000). Estos fármacos son prescritos por médicos de diferentes especialidades 
(médicos de familia, reumatólogos, traumatólogos, oncólogos, hematólogos, 
internistas, etc.) para tratar la inflamación, la fiebre y el dolor (Lanas 2016). Los 
gastroenterólogos están especialmente interesados en estos fármacos debido a 
que su uso puede provocar diferentes reacciones adversas gastrointestinales y, 
también porque estudios recientes los relacionan con la prevención de cáncer 
gástrico y colorrectal (Ruder et al. 2011; Sahin et al. 2014).  
Este grupo de fármacos ha experimentado grandes avances en los últimos diez 
años que han supuesto cambios en su prescripción, y nuevas recomendaciones 
y restricciones hechas por agencias reguladoras internacionales como la 
estadounidense Food and Drug Administration (FDA) o la Agencia Europea del 
Medicamento (EMEA). Estos avances se han producido esencialmente por el 
descubrimiento de nuevos principios activos más selectivos y, por nuevas 
aplicaciones de estos fármacos como puede ser el uso de la aspirina en la 
prevención y el tratamiento del cáncer (Lochhead & Chan 2016). 
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Figura 1. Consumo de AINE en España. El consumo ha pasado de 38,7 DHD (Dosis diarias 
definidas (DDD) por 1000 habitantes y día) en el año 2000 a 49 DHD en el año 2012, que supone 
un incremento del 26,5 %. No obstante, desde el año 2009 se observa una tendencia hacia la 
disminución del consumo. *Otros: fenamatos, indolacéticos, pirazolonas, salicilatos y resto de 
AINE (Adaptado de (Ministerio de Sanidad 2014)). 
 
Los AINE representan un grupo amplio y químicamente heterogéneo que se 
clasifican atendiendo a su estructura química (Figura 2). Muchos de ellos son 
ácidos orgánicos con un pka relativamente bajo, y esta naturaleza ácida les 
confiere un determinado perfil farmacodinámico y farmacocinético. A menudo 
se incluyen dentro del grupo de los AINE compuestos como el paracetamol y 
los derivados pirazólicos (metamizol, propifenazona) aunque debido a su baja 
actividad antiinflamatoria, no sean considerados estrictamente AINE.  
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Figura 2. Estructura química de algunos AINE. (A) Salicilatos, (B) Propionatos, (C) Derivados 
del ácido acético, (D) Derivados del ácido enólico u oxicams, (E) Fenamatos, (F) Nabumetona, 
(G) Metamizol o Dipirona, (H) Paracetamol, (I) Compuestos diaril heterocíclicos o coxibs. Se 
aprecia presencia de ácido carboxílico (representado con un rectángulo) en muchos de ellos, lo 
que les confiere la condición de ácidos débiles. (Adaptado de (Calatayud & Esplugues 2016)). 
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1.1.1  MECANISMO DE ACCIÓN 
El efecto inhibidor de la actividad de las ciclooxigenasas (COX) es el mecanismo 
de acción de este grupo farmacológico, y a él se deben sus acciones 
farmacológicas y también muchas de las reacciones adversas que presentan 
(Vane JR 1971). Estas enzimas COX convierten el ácido araquidónico, que se 
encuentra en las membranas celulares, en endoperóxidos cíclicos inestables y, 
posteriormente, estos se transforman en prostaglandinas (PG) y tromboxanos 
(TX) (Figura 3). La reacción COX provoca una bisoxigenación del ácido 
araquidónico que genera PGG2 la cual es transformada en PGH2 a través de una 
reacción peroxidasa. Estos intermedios inestables son transformados 
rápidamente en diferentes prostaglandinas, prostaciclinas (PGI2) y tromboxanos. 
El principal factor limitante de la formación de prostanoides es la disponibilidad 
del sustrato ácido araquidónico lo que determina su baja tasa basal. Este 
mecanismo sintético se ve aumentado cuando la Fosfolipasa A2 es activada para 
liberar este ácido araquidónico desde los fosfolípidos de las membranas 
celulares.  
La cascada sintética del ácido araquidónico juega un papel muy importante en 
la inflamación, y también en el dolor y en la fiebre. Se ha visto que la síntesis de 
prostanoides está aumentada en tejidos inflamados, donde la PGE2 y la 
prostaciclina contribuyen a esta respuesta aumentando el flujo sanguíneo local, 
la permeabilidad vascular y la infiltración de leucocitos (Smyth et al. 2009; 
Ricciotti & Fitzgerald 2011; Aoki & Narumiya 2012). Estos prostanoides también 
pueden causar una sensibilización de los nociceptores periféricos, al reducir su 
umbral y, de los nociceptores centrales en las neuronas espinales del asta dorsal 
(Ito et al. 2001; Samad et al. 2002). La PGE2 también actúa a nivel hipotalámico 
para incrementar la temperatura corporal, aumentando la producción de calor y 
reduciendo la pérdida de calor (Smyth et al. 2009; Phillis et al. 2006).  
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Figura 3. Función de las COX en las síntesis de PG y TX. PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2 y TXA2 son 
productos de una cascada bioquímica que convierte el ácido araquidónico de la membrana de 
fosfolípidos en PG intermedias (PGG2 y PGH2) mediante las enzimas COX, y estas se transforman 
en sus productos finales por acción de diversas sintasas (Gilron et al. 2003). (Adaptado de (Rius 
& Clària 2016)).  
 
Existen al menos dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa: COX-1 (también 
conocida como prostaglandina-endoperóxido sintasa 1, PGHS-1) y COX-2 
(PGHS-2), que tienen localizaciones y funciones diferentes. La enzima COX-1 
tiene características de enzima constitutiva, y su actividad tiene que ver con la 
participación de las prostaglandinas y tromboxanos en el control de funciones 
fisiológicas. En cambio, la enzima COX-2 tiene características de enzima 
inducible, en determinadas células y bajo circunstancias patológicas en que 
participan diversas citoquinas y mediadores de la inflamación (Figura 4). 
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La COX-2 también puede verse inducida por promotores tumorales, lo cual hace 
que pueda jugar un papel importante en cáncer.  
Estudios posteriores han mostrado que parece existir un patrón mixto en que 
ambas isoenzimas estén involucradas en la homeostasis y en los procesos 
inflamatorios. La actividad de la isoenzima COX-1 contribuye más en las fases 
tempranas de la inflamación, en la defensa de la barrera de la mucosa digestiva, 
en la homeostasis renal y en la agregación plaquetaria. En cambio, la isoenzima 
COX-2 participa en las fases más tardías de la inflamación, al sintetizar 
prostanoides pro-inflamatorios (Smyth et al. 2009; Ricciotti & Fitzgerald 2011; 
McAdam et al. 2000); y contrarresta los estímulos aterogénicos y 
protrombóticos, y contribuye a regular la presión arterial (Patrono & Baigent 
2014). La hipertermia parece también depender principalmente de la actividad 
COX-2 (Phillis et al. 2006; Smyth et al. 2009). Ambas isoenzimas también se 
expresan en la médula espinal y median en estímulos nociceptores (Zhang et al. 
2007; Smyth et al. 2009). Todo ello ha hecho que la selectividad para COX-
1/COX-2 de los antiguos AINE y de los nuevos fármacos COX-2 selectivos sea 
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Figura 4. Contribución relativa de las isoenzimas COX-1 y COX-2 a la síntesis de 
prostanoides implicados en diferentes funciones fisiológicas y patológicas. (Adaptado de 
(Calatayud & Esplugues 2016)). 
 
Cabe destacar que el mecanismo de inhibición de las COX puede ser diferente 
dependiendo del AINE utilizado. Así, el ácido acetilsalicílico (AAS o Aspirina) es 
un inhibidor irreversible de ambas ciclooxigenasas mediante acetilación 
covalente de Serina-530, pero la práctica totalidad de los restantes AINE, 
incluidos los demás salicilatos, inhiben la enzima de forma estereoespecífica, 
competitiva y reversible. En la Tabla 1 se puede observar mecanismos de acción 
alternativos que pueden complementar la actividad inhibidora de los AINE 
frente a las enzimas COX. Así pues, los AINE pueden interferir en diversas 
funciones de los neutrófilos, que son las células más abundantes en la 
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inflamación aguda, en su adhesividad, agregación, y desgranulación. Además, 
pueden reducir la inflamación al inhibir factores de transcripción o enzimas 
implicados en la respuesta inflamatoria, o al activar los receptores activados por 
proliferadores de peroxisomas-a y -g  (PPAR-a/-g) (Marsolais et al. 2003). 
 
 
Tabla 1. Dianas celulares directas independientes de COX de diferentes AINE.  Las diferentes 
estructuras moleculares y perfiles farmacológicos observados en el grupo de los AINE han 
llevado a la búsqueda de mecanismos de acción alternativos que complementaran su común 
actividad inhibidora sobre COX. (Adaptado de (Calatayud & Esplugues 2016)). 
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1.1.2  INHIBIDORES COX NO-SELECTIVOS Y COX SELECTIVOS 
Los AINE denominados clásicos inhiben de manera no selectiva la actividad 
enzimática de ambas isoformas de la COX. El descubrimiento y caracterización 
de la isoforma COX-2 supuso un evento clave en la evolución de este grupo 
farmacológico (Xie et al. 1991; Kujubu et al. 1991; Flower 2003), ya que motivó 
la búsqueda de fármacos que inhibieran selectivamente la actividad patológica 
de COX-2 preservando la fisiológica de COX-1 (Marnett 2009). Así pues, se 
desarrollaron los fármacos COX-2 selectivos o inhibidores isoforma-específica 
(Figura 5) frente a los no-selectivos o AINE clásicos. Sin embargo, esta 
clasificación puede ser cuestionable ya que dicha selectividad COX-2 no es una 
variable absoluta dado que todos los AINE pueden inhibir ambas isoenzimas en 
cierta medida y de forma dosis-dependiente (Calatayud & Esplugues 2016). 
En la Tabla 2 se muestran valores de la ratio IC80 (inhibición del 80 % de la 
actividad COX) de algunos AINE. Estos ensayos se realizaron con sangre total 
humana o en combinación con células humanas tumorales de pulmón (fuente 
de COX-2), y proporcionan una estimación de la potencia y de la selectividad 
de inhibición de ambas COX teniendo en cuenta la unión de los AINE a las 
proteínas plasmáticas. Estos datos ilustran que algunos de los AINE clásicos 
ejercen una inhibición selectiva COX-2 similar a la que pueden ejercer los coxibs 
que son el prototipo de AINE COX-2 selectivo (Warner et al. 1999). 
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Figura 5. Estructuras de AINE COX-2 selectivos: COXIB. La estructura clave que determina la 
selectividad COX-2 es la constituida por dos anillos aromáticos unidos a un heterociclo o 
carbociclo y una sulfonamida o sulfona sustituida en posición para de uno de los anillos. 
(Adaptado de (Marnett 2009)). 
 
Tabla 2. Ratio entre las concentraciones de AINE que inhiben el 80 % de la actividad COX 
(COX-1 y COX-2) (IC80) determinadas in vitro. Un valor >1 indica selectividad para COX-1, y 
un valor <1 muestra selectividad para COX-2. (Warner et al. 1999). 
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Para explicar la selectividad por la isoenzima COX-2 se debe tener en cuenta las 
diferencias estructurales entre ambas proteínas. Aunque la identidad global 
entre las dos isoenzimas en determinadas especies es de alrededor del 60 % de 
la proteína, los sitios específicos con actividad ciclooxigenasa presentan una 
homología mayor al 85 %, lo cual limita las opciones para tener interacciones 
selectivas. A pesar de esta considerable homología, determinados cambios de 
aminoácidos en la estructura de acceso del canal hidrofóbico (Isoleucina a Valina 
en la posición 523, Isoleucina a Valina en la posición 434, y de Histidina a 
Arginina en la posición 513) hacen que se cree un bolsillo lateral voluminoso en 
COX-2 que no existe en COX-1 (Flower 2003; Marnett 2009; Garavito & 
Mulichak 2003). Esta diferencia explica la selectividad COX-2 de aquellos 
fármacos con grupos voluminosos laterales (Figura 6). 
Otro factor que se debe tener en cuenta es el factor cinético. Aunque todos los 
AINE compiten por el sitio activo de las COX, su efecto inhibidor puede ser 
tiempo-dependiente o tiempo-independiente y esto, que puede variar según el 
AINE, y para un mismo AINE, según la isoenzima, parece ser relevante para la 
potencia y contribuir a la selectividad COX-1/COX-2 (Garavito & Mulichak 2003; 












Figura 6. Esquema de las diferencias estructurales de los canales de unión COX-1 y COX-2 
que permite el diseño de inhibidores selectivos. (A) Inhibidores no selectivos tienen acceso a 
los canales de unión de ambas isoformas. (B) Los residuos más voluminosos en COX-1: Ile434, 
His513, y Ile523, impiden el acceso de las cadenas voluminosas de los inhibidores COX-2. 
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1.1.3  REACCIONES ADVERSAS DE LOS AINE 
La inhibición de las enzimas COX que producen los AINE es también 
responsable de sus efectos adversos (Feria 2014), ya que los prostanoides cuya 
síntesis está inhibida participan en diversos procesos fisiológicos. Las 
prostaglandinas participan en la citoprotección gástrica, la agregación de 
plaquetas, la autorregulación vascular renal y la inducción al parto, entre otros 
efectos, por lo que cabe esperar que los AINE presenten un perfil de reacciones 
adversas relacionadas con estos mecanismos.  
Al tratarse de unos de los medicamentos más prescritos del mundo, la relevancia 
que presentan sus efectos adversos es muy alta. Se cree que solamente los 
efectos gastrointestinales graves (perforaciones, úlceras o hemorragias) son 
responsables del ingreso hospitalario de más de 100.000 personas al año en 
Estados Unidos de América (EUA). Y un 15 % de estos pacientes puede fallecer 
debido a estos trastornos yatrógenos. Probablemente esto se deba a que los 
AINE se utilizan de manera muy frecuente en ancianos y, a menudo, durante 
períodos de tiempo prolongados (Rang et al. 2008). 
 
1.1.3.1   EFECTOS ADVERSOS GASTROINTESTINALES 
Los AINE se caracterizan por provocar un elevado número de alteraciones y 
lesiones gastrointestinales. Son frecuentes las siguientes reacciones adversas: 
pirosis, dispepsia, gastritis, dolor gástrico, e incluso erosiones, úlcera péptica y 
sus complicaciones. Las úlceras se encuentran por endoscopia en hasta un tercio 
de los consumidores de AINE (Laine et al. 2003). El antro gástrico y la zona 
prepilórica son las áreas más frecuentes en que aparecen lesiones de la mucosa 
(Yeomans 2011). De entre los AINE habitualmente utilizados, los más 
gastrolesivos son el ketoprofeno, el ketorolaco y el piroxicam; los menos 
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gastrolesivos son el ibuprofeno y el diclofenaco; y los que se sitúan en un nivel 
intermedio son el AAS, la indometacina y el naproxeno. Aunque, a veces, al 
aumentar la dosis de los menos gastrolesivos, se aumenta también su toxicidad 
digestiva (Feria 2014). 
La toxicidad gastrointestinal de los AINE se encuentra mediada por la inhibición 
de la COX-1, que se expresa constitutivamente y ayuda a mantener la integridad 
del epitelio gástrico y la barrera mucosa (Wolfe et al. 1999; Crofford 1997). 
Aparte de esta inhibición de la COX, se ha sugerido que otros mecanismos 
pueden ser también responsables de la gastropatía inducida por AINE. Algunos 
AINE pueden difundir a través de la mucosa gástrica a la superficie de las células 
epiteliales y, allí disociarse en formas ionizadas que atrapan iones de hidrógeno 
que causan daño a la mucosa (Schoen & Vender 1989). También pueden alterar 
la morfología celular y la permeabilidad de la membrana, lo que les confiere 
cierta citotoxicidad (Lichtenberger et al. 2012; Lichtenberger et al. 1995).  
Además de estas conocidas reacciones adversas en el tracto digestivo alto, 
existen evidencias que muestran que los AINE también causan toxicidad en el 
tracto digestivo bajo, distal al ligamento de Treitz (Wilcox et al. 1997). Los AINE 
inducen lesiones en el intestino delgado y en el colon con un amplio espectro 
de manifestaciones (Figura 7), que van desde el daño a la mucosa clínicamente 
inapreciable a ulceraciones significativas con hemorragia, obstrucción intestinal 
o perforación (Higuchi et al. 2009). Las lesiones de la mucosa se conocen con el 
nombre de enteropatía por AINE, y pueden conllevar aumento de la 
permeabilidad intestinal, inflamación y pérdida crónica de sangre. 
Se ha demostrado que a nivel intestinal los AINE provocan una disminución en 
la producción de prostaglandinas que puede afectar a la homeostasis intestinal, 
al flujo sanguíneo de la mucosa y a la permeabilidad (Reuter et al. 1997). 
Además, los AINE pueden causar daño directo a los enterocitos a través de un 
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desacoplamiento de la fosforilación oxidativa mitocondrial (Somasundaram et 
al. 2000), y a la recirculación enteropática de los AINE que potencia esta 
citotoxicidad (Wallace 2013). La microbiota intestinal también está implicada en 
esta patogénesis, ya que ratones sin flora intestinal eran incapaces de desarrollar 
úlceras intestinales, pero eran susceptibles de desarrollarlas cuando eran 
colonizados (Uejima et al. 1996). 
Mientras que los factores de riesgo y las estrategias para la prevención de la 
toxicidad inducida por AINE del tracto digestivo alto han sido extensamente 
estudiados, el conocimiento sobre su toxicidad a nivel de tracto digestivo bajo 
permanece limitado todavía. Datos recientes sugieren que una intensa 
supresión ácida, principal estrategia para prevenir las lesiones gástricas, puede 
no ser beneficiosa para evitar el daño intestinal. Por lo tanto, son necesarias 
nuevas opciones para proteger el tracto gastrointestinal en toda su extensión 
(Wong & Chan 2016).  
 
Figura 7. Imágenes enteroscópicas de lesiones inducidas por AINE en el intestino delgado. 
(A) Constricción tipo diafragmática. (B-D) Úlceras en el intestino delgado. (Adaptado de (Higuchi 
et al. 2009)). 
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1.1.3.2   RIESGO CARDIOVASCULAR  
A pesar del perfil de seguridad gastrointestinal mejorado de los inhibidores 
COX-2 selectivos, el riesgo cardiovascular de estos fármacos ha sido objeto de 
preocupación (Cannon et al. 2006; Nussmeier et al. 2005).  En un estudio previo 
que evaluaba los resultados gastrointestinales de un inhibidor COX-2, la 
incidencia de sucesos agudos de miocardio era 4 veces más alta en pacientes 
que recibían rofecoxib que en aquellos que recibían naproxeno (Bombardier et 
al. 2000). Estudios posteriores de la seguridad cardiovascular de rofecoxib en 
pacientes de un programa de prevención de pólipos colorrectales, desvelaron 
que estos pacientes tenían aumentado al doble el riesgo de infarto de miocardio 
y de accidente cerebrovascular isquémico frente a los pacientes que recibían un 
placebo (Bresalier et al. 2005). Este hecho llevó a la retirada de este fármaco del 
mercado mundial en 2004.  
Estas evidencias propiciaron otros estudios para evaluar los efectos 
cardiovasculares de los AINE, incluyendo los no-selectivos y los COX-2 
selectivos (Figura 8). Estos estudios mostraron unos resultados controvertidos ya 
que presentaron un riesgo comparable entre altas dosis de AINE no-selectivos, 
como el diclofenaco y el ibuprofeno, y los COX-2 selectivos, y también 
presentaron un bajo riesgo cardiovascular con naproxeno (Bhala et al. 2013). 
La existencia de un alto riesgo cardiovascular obliga a muchos pacientes a evitar 
los AINE si es posible, o a tomarlos junto a dosis bajas de AAS (Pearson et al. 
2002). Sin embargo, el uso concomitante de AINE y dosis bajas de AAS aumenta 
notablemente el riesgo de complicaciones de las úlceras, en cuyo caso se 
deberá añadir un inhibidor de la bomba de protones como el omeprazol, o 
misoprostol. La elección de uno u otro AINE dependerá entonces del perfil de 
riesgo gastrointestinal y cardiovascular de cada paciente (Lanza et al. 2009). 
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Figura 8. Riesgo cardiovascular en AINE. (A) Odds ratio (IC 95 %) para el riesgo de infarto 
agudo de miocardio con inhibidores COX-2 y AINE no selectivos. (B) Riesgo relativo de eventos 
cardiovasculares para diferentes AINE. La línea de referencia en 1 representa pacientes que no 
toman AINE. *Significativamente elevado el riesgo relativo, †Uso combinado con aspirina. El 
uso de aspirina decrece el riesgo cardiovascular en combinación con rofecoxib, celecoxib, 
indometacina y meloxicam, pero no cuando se administra con ibuprofeno. (Adaptado de (Strand 
2007)). 
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1.1.3.3   OTRAS REACCIONES ADVERSAS 
La hepatotoxicidad inducida por AINE se presenta, generalmente, en forma de 
hepatitis aguda o crónica, y supone aproximadamente el 10 % de los casos de 
hepatotoxicidad debida a fármacos (Feria 2014). Esta toxicidad hepática se 
puede presentar de manera asintomática, o como una ligera 
hipertransaminasemia, o llevar a un fulminante fallo hepático (Bessone 2010). El 
mecanismo por el que casi todos los AINE han sido implicados en lesiones 
hepáticas se atribuye a su idiosincrasia inmunológica. Los inhibidores COX-2 
selectivos también se asocian con hepatotoxicidad, aunque el celecoxib parece 
ser el menos tóxico. La toxicidad del paracetamol requiere una especial mención 
porque provoca necrosis de los hepatocitos centrilobulares seguida por una 
lesión hepática (Pandit et al. 2012). 
En personas cuya función renal esté comprometida, es muy importante vigilar el 
efecto agudo de los AINE sobre la inhibición de la síntesis de prostaglandinas 
renales, ya que ello supone una reducción de la función renal y retención de 
agua y electrolitos. La PGE2 está implicada en la regulación de la reabsorción de 
sodio, y la PGI2 aumenta la secreción de potasio. Ambas son vasodilatadoras y 
aumentan el flujo sanguíneo renal y la filtración glomerular, de modo que, en 
situaciones de compromiso renal, la interrupción de sus funciones puede 
conllevar reacciones adversas renales. Crónicamente, los AINE pueden provocar 
la nefropatía analgésica, que obliga a la retirada del antiinflamatorio por el 
riesgo de desencadenar insuficiencia renal terminal, o carcinoma uroepitelial 
(Mihatsch et al. 2006). 
Las reacciones adversas hematológicas de los AINE son poco frecuentes, pero 
algunas son muy graves. Cabe destacar la agranulocitosis, más frecuente con la 
indometacina y los derivados de la fenilpirazolona, o la anemia aplásica y la 
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trombopenia (Ortiz-Pereda et al. 2007). En la mayoría de estas reacciones 
adversas intervienen mecanismos inmunitarios. 
Además, este grupo farmacológico es uno de los que más fenómenos de 
hipersensibilidad registra, por detrás de anestésicos, bloqueantes 
neuromusculares y antibióticos. Estos fenómenos pueden producir desde rinitis 
alérgica, erupciones, hasta el shock anafiláctico. Pueden tener un carácter 
inmunológico, si están mediados por linfocitos T sensibilizados, o no 
inmunológico y estar relacionados con la inhibición de la síntesis de 
prostaglandinas. Cualquier AINE puede producir estas reacciones de 
hipersensibilidad, y son cruzadas entre ellos. En caso de hipersensibilidad se 
prefiere dar salicilatos no acetilados, dextropropoxifeno, meloxicam o 
paracetamol. El diagnóstico de hipersensibilidad a un AINE incluye la 
comprensión del mecanismo subyacente y es necesario para la prevención y el 










Relevancia de la autofagia en la toxicidad de los antiinflamatorios no esteroideos sobre el epitelio digestivo 
	  22	  
1.2   AUTOFAGIA 
El término autofagia proviene del griego, de las palabras “auto” que significa 
uno mismo, y de “fagia” que es comer. Significa entonces comerse a uno mismo. 
Este término fue acuñado por primera vez por el citólogo y bioquímico inglés 
Christian de Duve en 1963 en el Simposio sobre lisosomas de la Fundación 
CIBA, y hace referencia al mecanismo degradativo que la célula realiza de sus 
propias proteínas y orgánulos celulares en determinadas circunstancias como el 
ayuno. Cuando existe una carencia de nutrientes, la célula puede auto-digerirse 
y reciclar algunos componentes no esenciales en alimento y energía, y así suplir 
esta falta de nutrientes para poder mantener las funciones celulares vitales. 
Representa entonces una especie de adaptación innata a la inanición.  
Además, esta auto-digestión permite a la célula deshacerse de orgánulos 
dañados, proteínas mal plegadas, e incluso de microorganismos invasores 
(Levine & Kroemer 2008). La autofagia actúa como un mecanismo de 
supervivencia bajo condiciones de estrés, ya que mantiene la integridad celular 
al regenerar precursores metabólicos y eliminar los desechos subcelulares. De 
este modo, contribuye al mantenimiento de la homeostasis basal y a la 
regulación del desarrollo en organismos superiores, y alteraciones en el proceso 
autofágico pueden contribuir al desarrollo de enfermedades. La autofagia 
también está relacionada con respuestas fisiológicas al ejercicio y con el 
envejecimiento (Choi & Ryter 2013). 
La autofagia como mecanismo protector puede prevenir la muerte celular, pero 
interacciones entre elementos reguladores de la autofagia y de la apoptosis, 
como la interacción inhibitoria que existe entre la proteína pro-autofágica 
Beclin1 y la proteína anti-apoptótica Bcl-2, sugieren una relación antagónica 
entre ambos procesos (Pattingre et al. 2005; Chen et al. 2010; Hale et al. 2013). 
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No se ha demostrado que una autofagia excesiva o alterada sea causa directa 
de muerte celular, pero se ha relacionado con la apoptosis. 
Existen aproximadamente tres formas de autofagia: autofagia mediada por 
chaperonas, microautofagia y macroautofagia (Figura 9). Se diferencian en la 
forma en que liberan su contenido al lisosoma. En la autofagia mediada por 
chaperonas, las proteínas que contienen un pentapéptido específico son 
translocadas directamente al lisosoma para su degradación, y este proceso 
requiere de la participación de chaperonas citosólicas y lisosomales. La 
microautofagia implica el secuestro de componentes citosólicos directamente 
en la superficie lisosomal. Y en la macroautofagia, el contenido citoplásmico que 
se va a degradar es secuestrado dentro de un sistema de vesículas de doble 
membrana que posteriormente lo llevarán al lisosoma (Mizushima & Komatsu 
2011). Aquí se hará referencia a la macroautofagia simplemente como autofagia. 
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Figura 9. Diferentes tipos de autofagia. En la macroautofagia, una porción de citoplasma, 
incluyendo orgánulos, es englobada dentro de una membrana aislada denominada fagóforo 
hasta formar el autofagosoma. Su membrana exterior se fusionará con el lisosoma y formará el 
autolisosoma. En la microautofagia, pequeñas partes del citoplasma son directamente envueltas 
hacia el interior por invaginación del lisosoma o de endosomas tardíos. Y en la autofagia 
mediada por chaperonas, el sustrato proteico que contiene en su estructura un pentapéptido es 
reconocido por la chaperona citosólica Hsc70 y cochaperonas. Luego ambos se translocarán al 
lumen del lisosoma por unión a la proteína lisosomal LAMP2A. Después de estos 3 tipos de 
autofagia, los resultantes productos de degradación pueden ser usados para síntesis de nuevas 
proteínas, producción de energía y gluconeogénesis. (Adaptado de (Mizushima & Komatsu 
2011). 
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1.2.1  MECANISMO MOLECULAR DE LA AUTOFAGIA 
La autofagia consta de tres fases: nucleación vesicular (formación del llamado 
fagóforo), elongación vesicular (crecimiento y cierre del autofagosoma) y fusión 
del autofagosoma con el lisosoma para formar el autolisosoma. Este proceso 
está controlado por proteínas específicas (denominadas generalmente por ATG 
y un número), que originalmente se identificaron en levaduras (Xie & Klionsky 
2007) pero que se encuentran altamente conservadas en otras especies, y que 
forman distintos complejos funcionales que actúan de una manera jerárquica en 
el proceso autofágico. 
 
1.2.1.1   SITIO DE ENSAMBLAJE DEL FAGÓFORO Y                                            
FUENTES DE MEMBRANA 
Inicialmente el material citosólico es secuestrado por una membrana aislada o 
fagóforo. El sitio de ensamblaje del fagóforo (PAS, del inglés: phagophore 
assembly site) es el sitio propuesto de formación del autofagosoma, aunque los 
mecanismos precisos de formación de la membrana aislada no sean todavía 
conocidos. En el PAS es donde se han colocalizado proteínas ATG (Mizushima 
et al. 2001). El origen de las membranas que contribuyen a la formación de 
autofagosomas en células de mamífero ha sido intensamente debatido y 
examinado. La evidencia apoya la idea de que la nucleación de la membrana de 
aislamiento ocurre en un sitio que emana del retículo endoplásmico (RE), 
denominado omegasoma (Axe et al. 2008), pero también pueden existir otras 
fuentes de membrana que contribuyan a la formación de autofagosomas como 
los compartimentos intermedios RE-Golgi, las uniones RE-mitocondrias, las 
mitocondrias, los endosomas y la membrana plasmática (Figura 10). En conjunto, 
estos estudios ponen de relieve que la iniciación de la autofagia en los 
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mamíferos es un fenómeno complejo, y también que futuras investigaciones son 
necesarias para determinar si las diferentes fuentes de membrana son utilizadas 
en respuesta a estímulos específicos (Kaur & Debnath 2015).  
 
 
Figura 10. Orgánulos que pueden contribuir a formar el autofagosoma. El autofagosoma se 
forma rápidamente y desaparece, y su formación puede ser activada por señales que activan la 
autofagia. Pero el origen de la membrana del autofagosoma es una cuestión que se plantea 
todavía. Varios orgánulos, incluyendo al RE, mitocondrias, membranas asociadas a mitocondrias 
(MAM), Golgi, membrana plasmática y endosomas reciclados, han sido implicados en la 
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1.2.1.2   FORMACIÓN DEL AUTOFAGOSOMA 
La nucleación del autofagosoma es un proceso que comienza en el ya citado 
PAS, sitio de ensamblaje del fagóforo. Allí, las proteínas del complejo ULK1 
(quinasa 1 tipo UNC51)-ATG13-FIP200 se ensamblan para iniciar la formación 
del autofagosoma (Kaur & Debnath 2015). La activación de este complejo ULK1-
ATG13-FIP200 es un paso crucial en la iniciación de la autofagia ya que ocurre 
cuando el principal regulador de la maquinaria autofágica, complejo mTOR, está 
inhibido (Galluzzi et al. 2014). Ello tiene lugar cuando la célula requiere de una 
autofagia activada, en situaciones de carencia de nutrientes o de energía, o en 
condiciones de estrés. En tales circunstancias, ULK1 se disocia de mTOR, y 
fosforila a las proteínas ATG13 y FIP200 para inducir la fase de nucleación (Figura 
11). 
Esta fase también requiere del complejo PI3K (Fosfatidilinositol 3-quinasa) de 
clase III (PI3KCIII)-Vps34, proteína que es un regulador esencial de la biogénesis 
de autofagosomas y de varias cascadas de señalización (Ward et al. 2016). 
Cuando la autofagia se activa, PI3KCIII-Vps34 se asocia a Beclin1 (Atg6), UVRAG 
(proteína del gen resistente a la radiación ultravioleta) y Ambra1 (molécula 
activadora en la autofagia regulada por Beclin1) para formar el complejo cuya 
estimulación genera fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) que promociona la 
formación de autofagosomas.  
Por otro lado, el complejo Beclin1 está regulado negativamente por la vía de 
señalización PI3K de clase I (PI3KCI)/Akt. Y también está relacionado con ULK1, 
ya que la fosforilación que ULK1 realiza de la proteína Ambra1, libera el 
complejo Beclin1 y activa la autofagia; y cuando ULK1 fosforila el residuo Serina 
14 de Beclin1 potencia la actividad de PI3KCIII (Ryter et al. 2014). 
 




Figura 11. Esquema representativo del proceso autofágico. Cuando mTORC1 está inactivo, 
por falta de nutrientes o de energía, o por estrés, se defosforila el complejo ULK1 y se activa la 
autofagia que comienza con la nucleación del fagóforo. En esta biogénesis participa también el 
complejo PI3KCIII-Vps34. Posteriormente tiene lugar la elongación del fagóforo, mediante los 
sistemas de conjugación ATG5-ATG12 y LC3-ATG8, para dar lugar al autofagosoma que más 
tarde se fusionará con el lisosoma para ser degradado por enzimas lisosomales. (Adaptado de 
(Kaushal & Shah 2016)). 
 
1.2.1.3   EXPANSIÓN DEL AUTOFAGOSOMA 
La elongación de la membrana del autofagosoma está mediada por dos 
sistemas de conjugación de proteínas tipo ubiquitina: sistema de conjugación 
de la cadena ligera 3 de la proteína 1 asociada al microtúbulo (MAP1LC3 o LC3)-
ATG8 y sistema de conjugación ATG5-ATG12 (Figura 12).  
La familia de genes que codifican para LC3 tiene 3 miembros: LC3A, LC3B y 
LC3C, aunque habitualmente el LC3 que se menciona en la literatura es LC3B 
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por la proteasa ATG4B, a la forma madura de LC3 (LC3-I). Después, la forma 
madura LC3-I es conjugada con el lípido celular fosfatidiletanolamina (PE) 
mediante la acción de las enzimas ATG7 (tipo ubiquitina E1) y ATG3 (tipo 
ubiquitina E2) para así generar la forma lipidada LC3-II. Esta conversión de LC3-
I (forma libre, localizada en el citosol) a LC3-II (conjugada con PE y anclada a 
membrana) es un paso clave en la regulación de la formación del autofagosoma 
en mamíferos (Choi & Ryter 2013), y constituye la base de uno de los ensayos 
que monitorizan los niveles de autofagia (Kabeya et al. 2000; Yorimitsu & 
Klionsky 2005; Klionsky et al. 2016).  
En el sistema de conjugación ATG5-ATG12, la proteína ATG12 es conjugada 
con ATG5 por la actividad de las enzimas ATG7 (tipo ubiquitina E1), y ATG10 
(tipo ubiquitina E2). El complejo resultante ATG5-ATG12 se asocia con ATG16L1 
para iniciar la elongación de la membrana aislada al reclutar a la forma lipidada 
LC3-II. La proteína ATG16L1 modula la formación de autofagosomas a través de 
la interacción con la proteína GTPasa Rab33 y determina el sitio de lipidación 
de LC3 (Itoh et al. 2008; Fujita et al. 2008).  
Es importante destacar el destino final de todas estas proteínas durante el 
proceso de autofagia. Tras completarse la formación del autofagosoma, el 
complejo ATG5-ATG12-ATG16L1 se disocia de la membrana externa y pasa al 
citosol donde se recicla. Lo mismo ocurre con el LC3-II de la parte externa, que 
es separado de la misma por acción de ATG4B. Sin embargo, el LC3-II anclado 
a la membrana interna del autofagosoma permanecerá allí durante su viaje hacia 
el lisosoma donde será degradado (Xie & Klionsky 2007).  
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Figura 12. Maquinaria de formación del autofagosoma. La elongación del autofagosoma 
requiere de dos sistemas de conjugación tipo ubiquitina. La proteína tipo ubiquitina ATG12 es 
conjugada con ATG5 por las enzimas ATG7 (tipo ubiquitina E1) y ATG10 (tipo ubiquitina E2). El 
complejo resultante ATG5-ATG12 se une a ATG16L1 que también participa en la elongación de 
la membrana autofágica. El otro sistema de conjugación requiere de la proteína cadena ligera 3 
proteína 1 asociada al microtúbulo (LC3, ATG8). LC3 y sus homólogos son modificados con el 
lípido celular fosfatidiletanolamina (PE). La forma precursora de LC3 es escindida por la proteasa 
ATG4B para generar la forma LC3-I, que presenta un sitio de conjugación para lípidos expuesto 
en el residuo de glicina C terminal. La conjugación de LC3-I con PE ocurre por la acción 
secuencial de ATG7 (tipo ubiquitina E1) y de ATG3 (tipo ubiquitina E2). (Adaptado de (Choi & 
Ryter 2013)). 
 
1.2.1.4   AUTOFAGIA SELECTIVA Y NO SELECTIVA 
En función del material que se degrada, la autofagia puede ser clasificada en 
selectiva y no selectiva. La formación de la membrana del autofagosoma es 
diferente y requiere de adaptaciones específicas de la maquinaria central de la 
autofagia. En la autofagia no selectiva, los autofagosomas engloban 
principalmente contenido citoplasmático. En cambio, en la autofagia selectiva, 
los autofagosomas presentan una configuración que se asemeja al contenido 
que ellos encierran (Xie & Klionsky 2007). El proceso autofágico selectivo hace 
uso de adaptadores para secuestrar orgánulos dañados o envejecidos, proteínas 
oxidadas, e incluso porciones de citosol, que después serán degradados en los 
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lisosomas de manera específica. Esta selectividad del proceso autofágico se 
observa en el recambio de diferentes orgánulos celulares (Figura 13) que se 
denomina mitofagia para las mitocondrias, pexofagia para peroxisomas, 
ribofagia para ribosomas, etc. Además, la autofagia está implicada en la 
agrefagia, que es la degradación de agregados de proteínas que se acumulan 
durante el estrés, el envejecimiento y la enfermedad, debido a cambios en la 
estructura o a cambios en su plegamiento. Los depósitos celulares de lípidos 
también pueden ser marcados para la degradación lisosomal, proceso que se 
denomina lipofagia. La identificación de este proceso que se encarga de la 
eliminación de lípidos celulares, ha hecho que se considere a la autofagia como 
una pieza clave en el metabolismo de lípidos celulares (Singh & Cuervo 2011). 
En la autofagia selectiva, el material degradado se marca con señales de 
degradación. La más común en mamíferos es la unión de ubiquitina a través de 
los dominios de unión a ubiquitina para formar una cadena de varias moléculas. 
Los sustratos poliubiquitinados son reconocidos y seleccionados para los 
autofagosomas mediante receptores de la carga autofágica, entre los que se 
encuentran: p62 (también conocido como SQSTM1), NBR1 (proteína del gen 1 
próximo al gen BRCA1), OPTN (optineurina) y NDP52 (proteína de punto nuclear 
de 52 kDa). Estos receptores poseen un motivo de unión a proteínas LC3 (Ryter 
et al. 2014; Birgisdottir et al. 2013) y un motivo que reconoce sustratos 
poliubiquitinados. Dado que estos receptores de sustratos de autofagia también 
se degradan en el autofagosoma, su detección también constituye uno de los 
ensayos para monitorizar los niveles de autofagia (Klionsky et al. 2016). 
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Figura 13. Representación esquemática de la autofagia selectiva. La autofagia selectiva de 
proteínas y orgánulos está mediada por receptores de la carga autofágica (listados en los 
rectángulos de la figura), los cuales interaccionan con el sustrato autofágico y con el 
autofagosoma en formación mediante la región que interactúa con LC3 (LIR). BAG3: regulador 
3 de la chaperona molecular de la familia BAG; BNIP3: proteína 3 que interactúa con la proteína 
Bcl2/adenovirus E1B de 19 kDa; FUNDC1: proteína 1 que contiene el dominio FUN14; HDAC6: 
histona deacetilasa 6; NBR1: proteína del gen 1 próximo al gen BRCA1; NIX: proteína X tipo 
NIP3; OPTN: optineurina; Ub: ubiquitina. (Adaptado de (Kaur & Debnath 2015)). 
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1.2.2  REGULACIÓN DE LA AUTOFAGIA 
En una primera aproximación, la autofagia se relacionó con la generación de 
energía durante la inanición celular. Se demostró también que las hormonas 
metabólicas regulan la autofagia, de manera que el glucagón es un inductor de 
la autofagia y la insulina la inhibe (Pfeifer 1977). Más tarde, se descubrió la 
función reguladora de los aminoácidos, la acción inhibidora de 3-metiladenina 
(3-MA), y los primeros indicios de los efectos reguladores de las proteínas 
quinasas y fosfatasas en la autofagia (Mortimore & Schworer 1977; Seglen & 
Gordon 1982; Holen et al. 1992). A través de estos hallazgos se fue mostrando 
a la autofagia como un mecanismo finamente regulado.  
Tanto un exceso como un defecto en los niveles de autofagia pueden ser 
perjudiciales para las células (Kang et al. 2007). Debe existir, entonces, un nivel 
de autofagia basal o constitutivo que garantice la homeostasia celular y que se 
active en respuesta a una miríada de estímulos que incluye privación de 
nutrientes, patógenos, citoquinas, agregados proteicos y orgánulos dañados 
(Van Limbergen et al. 2009). 
En mamíferos, la vía reguladora de la autofagia mejor caracterizada es la vía de 
mTOR (del inglés: mammalian target of rapamycin, o diana de la rapamicina) 
(Van Limbergen et al. 2009). La proteína mTOR forma parte de un complejo 
proteico serina/treonina quinasa, y  el descubrimiento de que la rapamicina, 
inhibidor de mTOR, actuaba como un inductor de la autofagia (Kunz et al. 1993; 
Noda & Ohsumi 1998) fue un claro indicativo de que mTOR está regulando este 
proceso.  
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1.2.2.1   REGULACIÓN DEPENDIENTE DE mTOR: 
La vía de señalización de mTOR se encarga de controlar que existan nutrientes 
y energía suficiente para que las células crezcan y proliferen. El complejo 
proteico mTOR presenta dos formas funcionales distintas: mTORC1 y mTORC2. 
La forma mTORC2 se encarga de la regulación del metabolismo celular y del 
citoesqueleto, y la forma mTORC1 es la que controla la síntesis proteica, el 
metabolismo y el crecimiento celular mediante la integración de una gran 
cantidad de señales anabólicas y catabólicas. Esta forma mTORC1 es el 
regulador clásico de la autofagia y contiene las siguientes proteínas:  
•   Raptor (proteína reguladora asociada a mTOR), 
•   PRAS40 (sustrato de 40 kDa de Akt rico en prolina, y que es inhibidor de 
mTOR), 
•   GbL (proteína tipo subunidad b proteína G), 
•   inhibidores de quinasa DEPTOR (proteínas que interactúan con mTOR 
con dominio DEP), 
•   mLST8 (proteína asociada a mTOR), y 
•   la proteína quinasa mTOR. 
La actividad de mTORC1 está regulada por la disponibilidad de nutrientes 
intracelulares, energía, oxígeno y factores de crecimiento. Cuando hay una 
suficiente cantidad de ellos, mTORC1 se activa y promueve la fosforilación de 
dianas posteriores en la vía de señalización, que incluyen las proteínas de la 
maquinaria translacional como S6K1 (p70-S6 quinasa 1) y la proteína 1 de unión 
al factor de iniciación eucariótico 4E (4E-BP1), al mismo tiempo que inhibe la 
autofagia. En caso contrario, cuando no se suplen las necesidades celulares, 
entonces mTORC1 no está activo, lo que tiene como consecuencia la activación 
de la autofagia en paralelo con la inhibición de los procesos anabólicos (Ward 
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et al. 2016). Esta regulación es muy compleja e implica la interacción entre 
múltiples proteínas (Figura 14). 
 
 
Figura 14. Detección de nutrientes por mTORC1 en los lisosomas. En el panel superior, el 
complejo mTORC1 está inactivo en el citoplasma, debido a una falta de aminoácidos y de 
energía. En el panel inferior, mTORC1 se encuentra activado porque existe un exceso de 
aminoácidos y de factores de crecimiento. (Adaptado de (Dunlop & Tee 2014)). 
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Durante las condiciones de carencia de aminoácidos, mTORC1 se encuentra en 
el citoplasma y es inactivo. La carencia de nutrientes recluta al lisosoma el 
complejo TSC (TSC1/TSC2/TBC1D7) activo que favorece la inactivación de la 
GTPasa Rheb que, de esta manera, no podrá activar mTOR (Zhang et al. 2003; 
Demetriades et al. 2014). El déficit de energía también provoca que la AMPK 
(proteína quinasa activada por 5´-adenosina monofosfato) se una al complejo 
Ragulator para inhibirlo y evitar que active mTOR. 
En el caso contrario, cuando los aminoácidos son abundantes, los lisosomas se 
localizan en la periferia celular. Los aminoácidos señalizan desde la luz lisosomal 
a través del complejo Ragulator ("señal de adentro hacia afuera"), que activa las 
GTPasas Rag (Kim et al. 2008) que, mediante la unión de Raptor, reclutan 
mTORC1 a la superficie lisosomal y lo activan.  
Los factores de crecimiento, a través de la vía PI3K/Akt, provocan la inactivación 
del complejo TSC, lo que permite la activación de Rheb y, consecuentemente, 
la de mTORC1, pero solo cuando mTORC1 está acoplado a lisosomas, es decir, 
cuando hay nutrientes presentes (Dunlop & Tee 2014). Por tanto, el complejo 
TSC integra la señalización de los factores de crecimiento y de la energía celular 
con la actividad mTOR (Van Limbergen et al. 2009). 
El complejo mTORC1 regula la autofagia mediante varios mecanismos. En una 
situación rica en nutrientes, mTORC1 se activa y directamente interacciona con 
el complejo ULK1-ATG13-FIP200, fosforila ULK1 y ATG13, y ello supone su 
inactivación para participar en la formación de autofagosomas y, por 
consiguiente, la autofagia se ve inhibida. En condiciones de carencia de 
nutrientes (Figura 14) mTORC1 no está activo, lo que tiene como consecuencia 
que ULK1 y ATG13 se activen y comience el proceso de la autofagia (Hosokawa 
et al. 2009; Jung et al. 2009). 
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Finalmente, mTORC1 también regula la autofagia a nivel transcripcional. 
Mediante la fosforilación del factor de transcripción TFEB impide su traslocación 
al núcleo e inhibe la transcripción de genes relacionados con la autofagia y los 
lisosomas (Martina et al. 2012). 
 
1.2.2.2   REGULACIÓN INDEPENDIENTE DE mTOR: 
Aparte de la regulación canónica de la autofagia dependiente de mTORC1, se 
han descrito otros mecanismos independientes de esta vía, que incluyen la 
regulación por otros mediadores intracelulares como inositol, calcio, AMPc y la 
vía de señalización JNK1/Beclin1(Atg6)/PI3KCIII (Ward et al. 2016). 
También existen pequeñas moléculas que pueden ser inductoras de autofagia, 
como ya ha sido descrito en la literatura, aunque su mecanismo de acción no 
sea siempre conocido. Por ejemplo, la trehalosa elimina eficientemente la carga 
autofágica de una manera mTORC1 independiente. Del mismo modo, se han 
descrito otras pequeñas moléculas (SMER, del inglés: small molecules enhancers 
of rapamycin) que potencian la autofagia sin afectar mTOR, y a las que se otorga 
potencial como agentes terapéuticos (Sarkar, Davies, et al. 2007; Sarkar, 
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1.2.3  PAPEL DE LA AUTOFAGIA EN LA PATOGÉNESIS 
La autofagia influye en muchos procesos que pueden tener efectos en la 
progresión de ciertas enfermedades (Figura 15, Tabla 3). La autofagia produce 
aclaramiento de mitocondrias disfuncionales y de agregados proteicos, y esto 
tiene un papel importante en muchas enfermedades. Su vínculo con la muerte y 
la proliferación celulares también está relacionado con el desarrollo de 
enfermedades. En las infecciones, la autofagia directamente interviene en la 
eliminación intracelular de patógenos (xenofagia), y también está implicada en 
la regulación de la respuesta inflamatoria e inmune. Su papel en el metabolismo 
de lípidos es una nueva función identificada de la autofagia, y puede ser muy 
importante en enfermedades metabólicas y hepáticas. Esto hace que defectos 
en la autofagia estén relacionados con una amplia variedad de enfermedades 
que incluye cáncer, desórdenes neurodegenerativos, infecciones, 
enfermedades metabólicas, inflamatorias y del sistema inmune (Van Limbergen 
et al. 2009). 
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Figura 15. Efectos de la autofagia en la progresión de la enfermedad. La autofagia influye 
en numerosos procesos que tienen efectos en el desarrollo de enfermedades. Los procesos en 
que participa la autofagia y que inhiben el avance de la enfermedad aparecen aquí en azul, y 
aquellos que favorecen el desarrollo de la enfermedad aparecen en rojo. (Adaptado de (Choi & 
Ryter 2013)). 
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Tabla 3. Asociación entre alteraciones en genes relacionados con la autofagia y 
enfermedades humanas. (Adaptado de (Choi & Ryter 2013)). 
 
1.2.3.1   AUTOFAGIA EN CÁNCER 
La autofagia puede prevenir la tumorogénesis, pero también puede facilitar la 
supervivencia de células tumorales y el crecimiento tumoral, por lo tanto, la 
autofagia puede desempeñar un doble papel en cáncer y ello puede afectar a 
la eficacia de diferentes tratamientos antineoplásicos (Zhi & Zhong 2015). 
De acuerdo a nuevos avances, la autofagia proporciona una función 
anticarcinogénica en las células primarias, protegiendo frente al estrés 
metabólico a través del recambio homeostático de las mitocondrias y de la 
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degradación de agregados proteicos. Deleciones genéticas de proteínas de 
autofagia causan disfunción mitocondrial, incremento del estrés oxidativo, y 
susceptibilidad a estímulos proinflamatorios. Estas son condiciones que 
permiten que se produzca daño al ADN, lo cual dirige hacia una inestabilidad 
genética (White 2012). 
Estudios en modelos de ratón han asignado la función supresora de tumores a 
proteínas con un papel crucial en autofagia: ATG4C, ATG5 Y ATG7 (Marino et 
al. 2007; Takamura et al. 2011), y a otras proteínas asociadas a la autofagia, 
como puede ser UVRAG (Liang et al. 2006). Además, se ha constatado que vías 
de señalización anti-oncogénica estimuladas por proteínas supresoras de 
tumores (PTEN, TSC1/2, LKB1, y p53) pueden estimular la autofagia (Rubinsztein 
et al. 2012).  
Por otro lado, se han relacionado aberraciones cromosómicas de varios genes 
de autofagia con el desarrollo de cáncer (Levine & Kroemer 2008), y una 
sobreexpresión de la proteína ATG5 con el carcinoma de próstata (M. S. Kim et 
al. 2011). En cuanto a la proteína autofágica Beclin1 (Atg6), se ha visto una 
alteración monoalélica en el 40 a 75 % de los tumores humanos de mama, ovario 
y próstata (Qu et al. 2003), y su expresión aberrante en tejido tumoral se ha 
correlacionado con mal pronóstico y con fenotipos de tumores agresivos 
(Rubinsztein et al. 2012; Giatromanolaki et al. 2011; Koukourakis et al. 2010). Sin 
embargo, en tumores establecidos, la autofagia puede conferir una ventaja para 
la supervivencia de células tumorales que están bajo estrés metabólico, como 
resultado de una alta tasa de proliferación y de una exposición a condiciones de 
hipoxia por una vascularización insuficiente, y expuestas a la acción citotóxica 
de los agentes quimioterápicos. La autofagia puede contribuir a la resistencia 
adquirida de las células tumorales a dichos fármacos, ya que, por ejemplo, la 
eliminación de genes que codifican para ATG5 y ATG7 se ha visto que se 
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correlaciona con un aumento de muerte celular terapéutica (White 2012). El 
crecimiento de ciertos tipos de células cancerosas, tales como las de páncreas 
o pulmón, se ve muy beneficiado por la activación de la autofagia, tanto que las 
células llegan a ser “adictas” a la autofagia. La inhibición de la autofagia en este 
tipo de células supone un cambio en el equilibrio de las células del tumor y, 
consecuentemente, inhibe la tumorogénesis (Zhi & Zhong 2015). 
Aunque generalmente es aceptada la función pro-supervivencia de la autofagia 
en el tumor durante un tratamiento quimioterápico, diferentes hallazgos 
sugieren una tercera vía por la que la autofagia puede influir en el progreso de 
la enfermedad. Este proceso puede facilitar la citotoxicidad quimioterapéutica 
o la inducida por radiación en células tumorales resistentes a apoptosis a través 
de vías de muerte celular asociadas a la autofagia. La autofagia parece ser 
responsable de la muerte de algunas células cancerosas con maquinaria 
apoptótica defectuosa. También se ha mostrado cómo la autofagia puede 
actuar en el reclutamiento de efectores del sistema inmune que, en combinación 
con el tratamiento de quimioterapia o radioterapia, hace que las células 
cancerosas se vuelvan más susceptibles de ser eliminadas. Se necesitan más 
estudios para desentrañar las complejas relaciones entre las proteínas 
autofágicas y la resistencia tumoral adquirida al tratamiento, para determinar en 
qué medida la modulación de la autofagia puede contrarrestar la resistencia a 
terapias anti-cáncer establecidas o potenciar el efecto de las mismas (Choi & 
Ryter 2013; Van Limbergen et al. 2009; White 2012; Rebecca & Amaravadi 2016; 
Nagelkerke et al. 2015). 
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1.2.3.1   AUTOFAGIA EN PROCESOS INFECCIOSOS E 
INFLAMATORIOS 
La autofagia contribuye a la regulación y a la función de las respuestas inmunes 
innatas y adaptativas. Varios patógenos humanos son degradados in vitro por 
xenofagia, incluyendo bacterias, por ejemplo: Streptococcus del grupo A. 
También elimina virus como el virus del herpes simple tipo 1 (VSH-1), y parásitos 
como Toxoplasma gondii. Se ha demostrado que los genes de autofagia 
desempeñan un papel protector in vivo contra muchos patógenos (Rubinsztein 
et al. 2012; Levine et al. 2011; Deretic & Levine 2009). Estudios recientes han 
mostrado los mecanismos por los cuales las bacterias y los virus intracelulares 
son dirigidos a los autofagosomas para su degradación, y también los 
mecanismos que utilizan otros patógenos para evitar esta vía de eliminación 
(Orvedahl et al. 2011; Watson et al. 2012). 
La importancia de la autofagia como regulador de la inmunidad adaptativa se 
ilustra mediante experimentos que muestran que la presentación de antígenos 
se inhibe por la eliminación de ATG12 y ATG5 (Paludan 2005; Lee et al. 2010). 
Además, se han relacionado varios polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) 
en ATG5 con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes (Levine et al. 2011; 
Hampe et al. 2007). 
A nivel intestinal, la autofagia es muy importante, ya que se debe proteger frente 
a patógenos externos que pueden provocar una infección local o sistémica, y 
también se debe conservar la absorción de nutrientes que se produce aquí. 
Dicha importancia se manifiesta en que una gran cantidad de señales 
moleculares regulan la autofagia intestinal. Las proteínas de la autofagia son 
necesarias para diferentes funciones celulares que son relevantes en el intestino, 
como son: el desarrollo y la supervivencia de linfocitos, la presentación de 
antígenos por células dendríticas, la xenofagia, la secreción de citoquinas por 
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células derivadas de monocitos, y la secreción de péptidos antimicrobianos por 
las células de Paneth. Existen evidencias que muestran que mutaciones en genes 
de autofagia en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (por ejemplo: 
mutaciones en el gen NOD2 o en el gen que codifica para la proteína autofágica 
ATG16L1) están fuertemente asociadas a la enfermedad de Crohn. Todo ello 
refleja el importante papel de la autofagia en el mantenimiento de la 
homeostasis intestinal (Patel & Stappenbeck 2013; Baxt & Xavier 2015). 
 
1.2.3.2   AUTOFAGIA EN OTRAS ENFERMEDADES 
Las enfermedades neurodegenerativas presentan como características comunes 
en su patogénesis, la disfunción mitocondrial y la acumulación intracelular de 
agregados de proteínas como resultado de mutación y de daño en los 
mecanismos de degradación (Jellinger 2010; Goedert et al. 2010). Entre ellas se 
encuentran las siguientes enfermedades: Alzheimer, Huntington y Parkison, en 
las que se acumula péptido beta-amiloide (Aβ), huntingtina, y mitocondrias 
disfuncionales o α-sinucleína, respectivamente (Jellinger 2010; Haung Yu et al. 
2005; Imarisio et al. 2008; Ravikumar et al. 2002; Lynch-Day et al. 2012; Hsu et 
al. 2000; Winslow et al. 2010). Se ha visto que el proceso autofágico se encuentra 
alterado en estos trastornos neurodegenerativos (Wong & Cuervo 2010), y que 
deficiencias genéticas en proteínas autofágicas provocadas en ratones 
promueven su desarrollo al dificultar la eliminación de estos agregados 
proteicos. En cambio, la estimulación farmacológica de la autofagia puede 
aliviar los síntomas relacionados con la neurodegeneración (Komatsu et al. 2006; 
Schaeffer et al. 2012). 
Modificaciones en la autofagia se han asociado con enfermedades del corazón, 
incluyendo cardiomiopatías, hipertrofia cardíaca, cardiopatía isquémica, 
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insuficiencia cardíaca y lesión por isquemia-reperfusión (Kirshenbaum 2012). La 
deficiencia genética ligada al cromosoma X en la proteína 2 de la membrana 
asociada a los lisosomas (LAMP2), que ayuda a la fusión autofagosoma-lisosoma, 
causa una cardiomiopatía conocida como enfermedad de Danon. En los 
pacientes con esta enfermedad, los cardiomicitos que presentan disfunción 
mitocondrial tienen un mayor número de autofagosomas (Nishino et al. 2000), 
al igual que el tejido cardíaco de pacientes con insuficiencia cardíaca (Kostin et 
al. 2003; Knaapen et al. 2001). También se ha observado un aumento de 
autofagosomas en placas ateroscleróticas, y parece que la autofagia aquí 
estabiliza dichas placas evitando la apoptosis de macrófagos (Matsui et al. 2007; 
Verheye et al. 2007; Liao et al. 2012). En un modelo de ratón de cardiomiopatía 
relacionada con la desmina, se mostró que la actividad autofágica proporciona 
cardioprotección (Tannous et al. 2008).  
La autofagia regenera y libera aminoácidos, lípidos y otros precursores 
metabólicos, lo que supone un gran efecto sobre el metabolismo de los tejidos 
(Rubinsztein et al. 2012). La deleción genética de proteínas de autofagia 
promueve el almacenamiento de triglicéridos en gotas de lípidos en el hígado, 
lo que sugiere que la autofagia actúa como un regulador del metabolismo de 
lípidos y de su almacenamiento (Singh, Kaushik, et al. 2009).  
Durante el ejercicio, la autofagia aumenta en el músculo cardíaco y esquelético, 
en el tejido adiposo y en las células beta pancreáticas. En ratones, la autofagia 
inducida por el ejercicio proporciona protección contra la intolerancia a la 
glucosa asociada con una dieta rica en grasas (He et al. 2012). Por el contrario, 
la deleción de proteínas autofágicas específicas de tejido adiposo conduce a 
una homeostasis y diferenciación alteradas de ese tejido (Singh, Xiang, et al. 
2009). Si esta deleción ocurre en el cerebro puede conducir a una alteración de 
la ingesta de alimentos (Kaushik et al. 2011). Se necesitan más estudios para 
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entender cómo los cambios metabólicos causados por la estimulación 
autofágica afectan a la progresión de enfermedades como la diabetes.  
Se han descrito funciones divergentes de la autofagia en las enfermedades 
pulmonares asociadas a la disminución de la función pulmonar. En particular, el 
aumento de la autofagia se asoció con un fenotipo pro-patógeno y pro-
apoptótico en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), y un estudio 
preclínico de fibrosis quística sugiere que su mecanismo patogénico es una 
disminuida eliminación de agregados proteicos o agrefagia (Luciani et al. 2010).  
Finalmente, la autofagia parece contraponerse al envejecimiento mediante sus 
funciones homeostáticas de reciclado de proteínas y eliminación de orgánulos 
dañados y desechos celulares (Rubinsztein et al. 2011). El envejecimiento es 
similar a la neurodegeneración en el sentido de que la acumulación de material 
no procesado, por ejemplo: acúmulos de proteínas ubiquitinadas, se acelera 
mientras disminuye la función de los mecanismos compensatorios como la 
autofagia. Además, el análisis de la expresión génica mostró que la expresión 
de algunos genes de autofagia (ATG5, ATG7 y BECN1) era menor en el cerebro 
de ancianos en comparación con el de los jóvenes (Shibata et al. 2006; Lipinski 
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1.2.4  MODULACIÓN DE LA AUTOFAGIA COMO POSIBILIDAD 
TERAPÉUTICA 
La utilidad terapéutica de la modulación de la autofagia en la enfermedad está 
limitada por una falta de comprensión de cómo el proceso contribuye a la 
patogénesis, la falta de especificidad de los compuestos que pueden influir en 
el proceso y la disponibilidad limitada de terapias candidatas con eficacia clínica 
(Choi & Ryter 2013).  
La autofagia deberá ser estimulada o reprimida (ambas estrategias son 
prometedoras), dependiendo de la patología de que se trate y del papel que la 
autofagia desempeñe en la misma (Nagelkerke et al. 2015). 
La inducción farmacológica de la autofagia que produce el fármaco sirolimus 
(también denominado rapamicina) a través de la inhibición de mTOR, podría ser 
utilizada para tratar enfermedades que requieran una activación de la autofagia, 
como las enfermedades neurodegenerativas e infecciosas. Sin embargo, la 
inhibición de mTOR reprime la traducción de numerosas proteínas, y si esta es 
prolongada ocasiona inmunosupresión, razón por la que se utiliza rapamicina en 
la práctica clínica para el trasplante de órganos, pero ello puede ocasionar 
efectos adversos en el tratamiento de otras patologías y limitar el uso de estos 
inhibidores. Existe mucho interés en el desarrollo de moléculas que inhiban 
mTOR de modo similar a como lo hace rapamicina, pero sin que se ocasionen 
tales efectos indeseados (Van Limbergen et al. 2009). Como ya se ha dicho, se 
han identificado algunos inductores de autofagia tipo SMER que parecen actuar 
independientemente de mTOR, y que pueden ser útiles para el tratamiento de 
estas enfermedades (Sarkar, Perlstein, et al. 2007; Floto et al. 2007). 
Otros fármacos como el litio, la carbamazepina y el ácido valproico, también 
pueden ser utilizados como activadores de la autofagia de una manera mTOR 
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independiente y mediante la liberación de calcio del retículo endoplásmico al 
citoplasma (Münz 2009; Sarkar et al. 2005). El fármaco metformina es un 
antidiabético oral ampliamente utilizado que activa AMPK e induce la autofagia 
(Buzzai et al. 2007). Es posible que alguno de los efectos de este fármaco en la 
diabetes sea mediado por la autofagia, por lo que el uso de este fármaco podría 
ser también considerado para aquellas circunstancias en que una autofagia 
activada sea beneficiosa (Rubinsztein et al. 2012). 
La FDA ha identificado otros fármacos moduladores de autofagia que pueden 
actuar sobre diferentes dianas: receptor de imidazolina (clonidina y rilmenidina), 
canales de calcio tipo-L (verapamilo) y calpaínas (inhibidores de calpaínas). Estos 
fármacos que ya se utilizan en clínica y que tienen perfiles de seguridad 
favorables, pueden ser nuevos candidatos terapéuticos cuando se requiera de 
una inducción de la autofagia (Rubinsztein et al. 2012).  
Además, otros inductores de autofagia que se han descrito son: resveratrol, 
espermidina, antagonistas del receptor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGFR), BH3-miméticos que disminuyen las interacciones inhibidoras de Bcl-2 y 
Bcl-XL con Beclin1, y L-NAME que bloquea la formación del óxido nítrico. El 
fármaco tamoxifeno, que es utilizado en el tratamiento del cáncer de mama, 
también promueve e incrementa la síntesis de Beclin1 y así estimula la autofagia 
(Bilir et al. 2001). 
Por otro lado, también puede ser beneficioso en algunas circunstancias utilizar 
inhibidores de autofagia ya que, por ejemplo, durante el tratamiento con 
quimioterápicos las células utilizan a la autofagia como mecanismo de 
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Disponemos de algunos inhibidores que han sido y son muy útiles a nivel 
experimental:  
•   3-metiladenina (inhibidor de PI3KCIII), 
•   wortmanina (inhibidor de PI3KCIII y de PI3KCI, cuyo efecto global es 
inhibir la autofagia), 
•   cloroquina (difunde dentro del lisosoma, eleva el pH lisosómico e inhibe 
autofagia), 
•   bafilomicina (bloquea la actividad ATPasa vacuolar, eleva el pH lisosomal 
e inhibe la autofagia). 
De todos ellos, solo la cloroquina está autorizada para su uso en clínica, por lo 
que una gran parte de los ensayos clínicos que actualmente evalúan el efecto 
de la modulación de la autofagia en el tratamiento del cáncer humano utilizan 
cloroquina y su derivado hidroxicloroquina. Estos compuestos inhiben la 
autofagia ya que, al difundir hasta los lisosomas (lisosomotrópico), quelan 
protones y así modifican la acidez lisosomal y, por consiguiente, bloquean la 
degradación final. El efecto que producen en la tumorogénesis ha sido 
ampliamente estudiado en modelos de cáncer en ratón, incluyendo modelos 
genéticos y de xenoinjerto (del inglés: xenograft). Ensayos clínicos indican que 
la inhibición de la autofagia con un tratamiento con cloroquina o 
hidroxicloroquina puede ser una estrategia potencialmente útil para mejorar los 
resultados de la terapia en cáncer. En aquellos tipos de cáncer cuyo desarrollo 
sea altamente dependiente de la autofagia, como cáncer pancreático o de 
pulmón, podrían mostrar una mayor eficacia al tratamiento antineoplásico 
cuando este se combinara con inhibidores de la degradación lisosomal (Zhi & 
Zhong 2015). Prueba de ello es que la cloroquina ya se está utilizando como 
potenciador o sensibilizador de la quimioterapia e inmunoterapia en diferentes 
ensayos (Selvakumaran et al. 2013; Cufí et al. 2013; Shen et al. 2013).  
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Sin embargo, como los lisosomas también están involucrados en el tráfico de 
endosomas y en la presentación de antígenos, la cloroquina puede interferir en 
la señalización de endosomas y en la respuesta inmune, de ahí que sean 
necesarios inhibidores de autofagia más selectivos. Además, la cloroquina 
también puede actuar en el tráfico y señalización endosómica de Notch1, 
permitiendo normalizar la vascularización del tumor de una manera 
independiente de la autofagia, lo que a su vez parece mejorar el acceso y la 
respuesta a la quimioterapia, y frenar la invasión de células cancerosas y la 
metástasis (Thomé et al. 2013; Maes et al. 2014). 
Una mejor comprensión de los mecanismos por los que la autofagia contribuye 
a la enfermedad puede conducir a la identificación de nuevas dianas tanto 
diagnósticas como terapéuticas, mientras que la obtención de fármacos 
estimulantes e inhibidores de dicha actividad autofágica puede proporcionar 
nuevas opciones terapéuticas con potencial utilidad en enfermedades muy 
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1.   Investigar cuál es el efecto de diversos AINE sobre la autofagia en 
células epiteliales del tracto gastrointestinal y determinar si este es 
un efecto de grupo. 
 
2.   Caracterizar los efectos del ácido acetilsalicílico y del salicilato sódico 
sobre la autofagia en células epiteliales gástricas en cultivo y 
determinar el mecanismo de acción involucrado. 
 
3.   Analizar la relevancia de los efectos del ácido acetilsalicílico sobre la 
autofagia en sus efectos gastrotóxicos in vivo. 
 
4.   Caracterizar el efecto de la indometacina sobre la autofagia en células 
tumorales gástricas en cultivo y determinar el mecanismo de acción 
involucrado. 
 
5.   Analizar si los efectos de la indometacina sobre la autofagia modulan 
la sensibilidad de las células tumorales gástricas a la acción citotóxica 
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3.1   INSTRUMENTACIÓN 
Los principales aparatos utilizados para la realización de esta tesis se encuentran 
en la Tabla 4: 
 
Tabla 4. Aparataje utilizado en la experimentación. En la tabla aparecen los aparatos, y sus 




Agitador.tipo.vórtex Top;Mix 11118 Bioblock Scientific
Balanza AND&GR;200 AND&Instruments
Baño.cultivos Therba;D Nikon
Cámara.fotográfica Powershot 550 Canon













Citómetro de.flujo BD&FACSCalibur™ BD&Biosciences
Espectrofluorímetro Spectramax;Gemini XPS Molecular&Devices












Sonicador Ultrasonic Cleaner Branson 200
Termoblock Drybath FB15101 Fisher&Scientific
Transiluminador Las3000 Fujifilm
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3.2   REACTIVOS QUÍMICOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 
Todos los reactivos químicos generales utilizados fueron adquiridos a las 
siguientes casas comerciales: Sigma-Aldrich (Stenheim, Alemania), 
MerckMillipore (Darmstadt, Alemania), y Panreac (Barcelona, España). 
Los reactivos específicos utilizados aparecen descritos en sus respectivas 
técnicas, junto con las concentraciones utilizadas y las casas comerciales que los 
proporcionaron.  
 
3.3   TRATAMIENTOS 
Los fármacos y compuestos químicos que se utilizaron para realizar los 
tratamientos de los experimentos están descritos en las siguientes tablas. En la 
Tabla 5 aparecen los fármacos AINE y el antineoplásico utilizados en los 
diferentes tratamientos realizados, las concentraciones empleadas, tanto en 
cultivos celulares como en experimentos in vivo, los vehículos en que se 
encuentran disueltos, y también aparecen unas breves características de ellos 
junto con la estructura química que presentan y el proveedor que los suministró. 
Y en la Tabla 6 quedan descritos los activadores e inhibidores de autofagia que 
se utilizaron para poder evaluar el flujo autofágico, y la razón por la que modulan 
la autofagia de una determinada manera. De estos compuestos también 
aparecen las concentraciones ensayadas junto con sus vehículos, sus estructuras 
químicas y la casa comercial proveedora. 
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Tabla 5. Fármacos utilizados para realizar los tratamientos. Aparecen aquí los fármacos AINE 
y el antineoplásico utilizados, junto con las concentraciones empleadas y sus correspondientes 
vehículos. También aparecen algunas de sus características, la estructura química que presentan 
y la casa comercial que los proporcionó.  




Tabla 6. Compuestos que modulan la autofagia. En esta tabla aparecen activadores e 
inhibidores de la autofagia que se han utilizado para analizar el proceso autofágico. De ellos se 
describen aquí las concentraciones empleadas, sus vehículos, sus principales características, y 
también sus estructuras químicas y proveedor. 
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3.4   CULTIVOS CELULARES 
Las líneas celulares utilizadas en la realización de esta tesis fueron las siguientes:  
•   AGS (ATCC® CRL-1739TM) (American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, EUA), que fue aislada por SC. Barranco de fragmentos de un 
tumor de adenocarcinoma gástrico reseccionado de un paciente.  
El medio de cultivo para estas células fue F12K (Gibco, Life Technologies, 
Waltham, EUA), suplementado con un 10 % de suero fetal bovino 
inactivado por calor (FBSi) (Lonza, Basel, Switzerland), con 100 mM de 
piruvato sódico (Gibco, Life Technologies, Waltham, EUA), 100 U/mL de 
penicilina (Gibco, Life Technologies, Waltham, EUA) y 100 µg/mL de 
estreptomicina (Gibco, Life Technologies, Waltham, EUA). En el caso de 
las células transfectadas de manera estable con el plásmido 
p3xFLAG/EmGFP/LC3B se añadió al medio de cultivo 250 µg/mL del 
antibiótico G418 (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). 
•   HT-29 (ATCC® HTB-38TM) (ATCC, Manassas, EUA), que fue aislada en 
1964 por J. Fogh de un tumor primario de adenocarcinoma colorrectal 
usando el método de cultivo del explante.  
Estas células se mantuvieron en el medio de cultivo McCoy’s 5A (Sigma-
Aldrich, Stenheim, Alemania) suplementado con un 10 % de FBSi, 2 mM 
de L-glutamina (Gibco, Life Technologies, Waltham, EUA), 100 U/mL de 
penicilina, y 100 µg/mL de estreptomicina. 
•   Caco-2 (ATCC® HTB-37TM) (ATCC, Manassas, EUA), que fue aislada 
también por J. Fogh procedente de un adenocarcinoma colorrectal. Para 
estas células se utilizó el medio mínimo esencial o medio MEM (Gibco, 
Life Technologies, Waltham, EUA) suplementado con un 20 % de FBSi, 2 
mM de L-glutamina, 100 mM de piruvato sódico, 0,1 mM de solución de 
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aminoácidos no esenciales (NEAA) (Gibco, Life Technologies, Waltham, 
EUA), 100 U/mL de penicilina, y 100 µg/mL de estreptomicina.  
Todas estas líneas celulares se mantuvieron en incubador (CO2 water jacketed 
incubator, Forma Scientific, Ohio, EUA) con un 5 % de CO2 (AirLiquide 
Medicinal, Valencia, España), a una temperatura de 37 ºC y en atmósfera 
saturada de humedad. Para preservar la esterilidad, el manejo de las células se 
llevó a cabo siempre en campana de flujo laminar. 
El subcultivo celular se realizó por tripsinización. Tras un primer lavado con 
tampón fosfato salino (PBS) (Gibco, Life Technologies, Waltham, EUA) estéril, se 
adicionaba una solución de tripsina-EDTA al 0,05 % (Gibco, Life Technologies, 
Waltham, EUA), y una vez las células estaban despegadas de la superficie se 
resuspendían en un volumen 5-6 veces superior de medio de cultivo (lo que 
inactivaba la tripsina por la presencia del suero). Aproximadamente un tercio de 
la suspensión de células se utilizaba para establecer un nuevo cultivo y el resto, 
en su caso, para los experimentos. Tras unos 20-25 pases el cultivo se 
desechaba, teniendo en cuenta que durante este periodo las células mostraban 
una morfología y un crecimiento homogéneos. 
En nuestro laboratorio mantenemos congeladas en nitrógeno líquido una serie 
de alícuotas de estas células, que vamos reponiendo, en el caso de que sea 
necesario, con células de pase lo más bajo posible. Las células congeladas se 
mantienen en medio de cultivo con un 5 % de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich, Stenheim, Alemania) como crioprotector.   
En el caso de necesitar un número exacto de células para los experimentos, las 
células en la resuspensión obtenida tras la tripsinización se contaban en una 
cámara de Neubauer (Figura 16), utilizando una dilución 1/10 y contando las 
células en cada uno de los 4 cuadrados externos de la retícula. Para calcular el 
MATERIAL Y MÉTODOS 
	  
	   63	  
número de células por mL en la suspensión inicial multiplicábamos la media de 
los 4 cuadrados por 105 (104 por la cámara y 10 por la dilución).  
 
 
Figura 16. Cámara de Neubauer y cuadrícula de recuento. (Imagen adaptada del fabricante 
Brand, Wertheim, Alemania). 
 
En general, el tratamiento de las células se realizó cuando el cultivo alcanzaba 
la confluencia (o al menos cuando el 90 % de la superficie estaba ocupada con 
células), con el fin de tener una monocapa de células epiteliales al inicio del 
tratamiento. La incubación de las células con los correspondientes compuestos 
se llevó a cabo en el mismo medio de cultivo de cada línea celular, pero con una 
menor proporción de FBSi. En el caso de las células AGS y HT-29 el medio de 
tratamiento estaba suplementado con 0,5 % de FBSi (medio de cultivo con 10 
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3.5   CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS Y TRANSFECCIÓN DE 
CÉLULAS 
La secuencia que codifica la proteína EmGFP procedente de pcDNA 6.2-
GW/miRNA (Life Technologies, Waltham, EUA) fue amplificada por PCR y 
clonada en el vector de expresión p3xFLAG/MYC (Sigma-Aldrich, Stenheim, 
Alemania). Los cebadores usados en la reacción de PCR fueron diseñados para 
contener sitios de restricción para HindIII y EcoRI. Las secuencias del cebador 
sentido y antisentido eran respectivamente (en negrita los sitios de restricción):  
•   5´-GAGAAAGCTTGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3´  
•   5´-GAGAGAATTCCGCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3´  
El producto de PCR se separó en un gel de agarosa y se purificó del mismo 
mediante UltraCleanTM GelSpinTM DNA Extraction Kit (MO BIO Laboratories, 
Hilden, Alemania). El vector p3xFLAG/MYC y este producto de PCR se digirieron 
con los enzimas de restricción HindIII y EcoRI (Clontech Laboratories, Takara, 
Otsu, Japón), se purificaron mediante UltraCleanTM PCR Clean-Up Kit (MO BIO 
Laboratories, Hilden, Alemania), y se ligaron con la T4 DNA ligasa (Clontech 
Laboratories, Takara, Otsu, Japón). Bacterias competentes (Subcloning 
EfficiencyTM DH5αTM Competent Cells; Life Technologies, Waltham, EUA) se 
transformaron con el producto de la ligación y se pusieron a crecer en placas de 
agar con el antibiótico ampicilina (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) durante 
la noche. De las colonias que crecieron se seleccionaron varias para crecer en 2 
mL de medio LB (líquido) con ampicilina. Al día siguiente, de las bacterias en 
cultivo se extrajo el ADN plasmídico por mini-prep (UltraCleanTM 6 Minute Mini 
Plasmid Prep Kit; MO BIO Laboratories, Hilden, Alemania), y se comprobó la 
inserción de la secuencia de EmGFP mediante corte con los enzimas de 
restricción HindIII y EcoRI, y visualización de la banda correspondiente al 
fragmento en un gel de agarosa. Al plásmido resultante lo denominamos 
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p3xFLAG/EmGFP/MYC y contiene las secuencias p3xFLAG y EmGFP, el sitio de 
clonación múltiple (con las secuencias para el resto de enzimas de restricción 
originales) y la secuencia de c-MYC, lo que permite insertar otra secuencia para 
obtener una proteína de fusión con EmGFP en la posición N-terminal.  
El ADN codificante (ADNc) que contiene la región completa de la proteína 
humana LC3B (378 pb, GenBankâ Accession No. NM_022818) fue amplificado 
por PCR de ADNc humano y clonado en el plásmido p3xFLAG/EmGFP/MYC 
para obtener una proteína de fusión con EmGFP en la región N-terminal final de 
LC3B (p3xFLAG/EmGFP/LC3B). En este caso, los cebadores usados en la 
reacción de PCR fueron diseñados para contener sitios de restricción para XbaI 
y BamHI. Las secuencias del cebador sentido y antisentido eran respectivamente 
(en negrita los sitios de restricción):   
•   5´-GAGATCTAGAATGCCGTCGGAGAAGACCTTC-3´  
•   5´-GAGAGGATCCTTACACTGACAATTTCATCCCG-3´ 
El proceso fue el mismo que en el caso anterior: purificación del producto de 
PCR, restricción del mismo y del plásmido p3xFLAG/EmGFP/MYC, purificación 
de los productos de restricción, ligación y transformación de bacterias 
competentes. Con los cultivos de bacterias se procedió también de la misma 
manera, pero una vez comprobada la presencia del inserto, se realizó además 
un cultivo de volumen mayor para la obtención del ADN plasmídico por maxi-
prep (UltraCleanTM Maxi Plasmid Prep Kit; MO BIO Laboratories, Hilden, 
Alemania), siendo este cuantificado por absorbancia en un Nanodrop ND-1000 
(Thermo Scientific, Waltham, EUA) y utilizado en las transfecciones posteriores. 
Al plásmido resultante lo denominamos p3xFLAG/EmGFP/LC3B, y contiene de 
manera consecutiva las secuencias de p3xFLAG, EmGFP y LC3B (la secuencia 
de c-MYC desaparece). 
Relevancia de la autofagia en la toxicidad de los antiinflamatorios no esteroideos sobre el epitelio digestivo 
 
	  66	  
La transfección de las células AGS con los plásmidos p3xFLAG/EmGFP/LC3B o 
p3xFLAG/EmGFP/MYC se realizó mediante el reactivo LipofectamineTM 2000 
(Life Technologies, Waltham, EUA). A las células con alrededor de un 60 % de 
confluencia y con medio de cultivo fresco (sin suero y sin antibióticos) se les 
añadió la mezcla de transfección que contiene el ADN y el reactivo 
LipofectamineTM en medio OptiMEM® (Life Technologies, Waltham, EUA). Al día 
siguiente se las cambió a medio de cultivo normal.  
En las transfecciones transitorias las células fueron utilizadas en los experimentos 
tras 48 horas de la transfección. Para la obtención de unas células transfectadas 
de manera estable, a las 48 horas se trasladaron a una superficie mayor para 
dejar que tuvieran una ronda más de crecimiento, y al día siguiente empezaron 
a seleccionarse mediante la adición al medio de cultivo de 250 µg/mL del 
antibiótico G418 (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). Después de varios pases, 
obtuvimos un porcentaje alto de células que emitían fluorescencia verde. Con 
el fin de obtener un mayor rendimiento a nuestro cultivo seleccionamos estas 
células verdes en un citómetro de flujo con separador (sorter) en el Servicio de 
Citometría de Flujo de la Unidad Central de Investigación de Medicina (Facultad 
de Medicina de la Universitat de València). Las células conseguidas se siguieron 
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3.6   MODELOS ANIMALES DE DAÑO GÁSTRICO POR ÁCIDO 
ACETILSALICÍLICO 
En el modelo de daño gástrico en rata se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley 
(220-250 g; Charles River, Wilmington, EUA) que recibieron una dosis única de 
AAS (150 mg/kg; vía oral, Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) o vehículo (1 % 
de carboximetilcelulosa; Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). Después de 3 
horas, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y se extrajeron 
los estómagos. Estos fueron abiertos a lo largo de la curvatura mayor y 
extendidos sobre una superficie para dejar expuesta la mucosa gástrica. Los 
estómagos se fotografiaron usando una cámara fotográfica digital Canon 
Powershot 550 (Canon, Tokio, Japón). Las áreas total y dañada fueron medidas 
de manera ciega mediante el software Image J (USNIH). 
En una serie de experimentos, las ratas recibieron 45 minutos antes de AAS una 
inyección intraperitoneal del inhibidor de la autofagia 3-metiladenina (3-MA) (30 
mg/kg; Calbiochem, MerckMillipore, Darmstadt, Alemania) o solución salina. 
Otros grupos de animales recibieron agua de bebida normal o agua de bebida 
que contenía el activador de autofagia trehalosa (30 mg/L; Acros Organics, 
Fisher Scientific, Waltham, EUA) durante 3 semanas antes de la administración 
de AAS. 
También se utilizaron ratones macho y hembra BALB/c (20-25 g; Charles River, 
Wilmington, EUA), los cuales recibieron agua de bebida normal o agua de 
bebida que contenía 50 mg/L de AAS durante 7 días. Con una ingesta media de 
2-3 mL de agua por día, este tratamiento corresponde a 5-7,5 mg/kg, lo que 
intentó imitar la posología anti-plaquetaria humana (100-300 mg/día), y es 
intermedia entre la dosis obtenida usando el peso corporal o el área de la 
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superficie corporal como referencia (1,7-5 mg/kg o 20-60 mg/Kg, 
respectivamente) (Reagan-Shaw et al. 2008). 
Los animales estuvieron alojados en el animalario de la Unidad Central de 
Investigación de la Facultad de Medicina y Odontología de la Universidad de 
Valencia, y los experimentos que se realizaron fueron aprobados por el Comité 
de Ética de Experimentación Animal de la Universidad de Valencia y se siguieron 
las normas que recoge el Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero sobre 
protección de los animales utilizados para experimentación. 
 
3.7   ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS POR WESTERN 
BLOT 
El grado de expresión de proteínas fue evaluado mediante la técnica de Western 
Blot (WB). Se trata de una técnica analítica que fue descrita por primera vez por 
Towbin (Towbin et al. 1979). Esta técnica permite la detección de las proteínas 
dentro de una muestra biológica al separarlas según su peso molecular, 
hidrofobicidad, estructura, etc. Nuestras proteínas fueron separadas en función 
de su peso molecular en gel de poliacrilamida-SDS. Con esta técnica se puede 
estimar el tamaño de una proteína, evaluar la presencia de modificaciones post-
traduccionales como la fosforilación, y también se puede utilizar para comparar 
semicuantitativamente los niveles de proteína entre muestras. La especificidad 
del WB se alcanza mediante la utilización de anticuerpos que reconocen 
específicamente epítopos de nuestra proteína de interés. 
El protocolo que se siguió para evaluar los niveles de proteínas en nuestros 
experimentos fue el siguiente (Figura 17): 
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Figura 17. Esquema representativo del orden que se siguió para analizar los niveles de 
proteína. 
 
En el caso de las muestras de cultivos celulares, tras el tratamiento se desechó 
el medio de tratamiento y las células se lavaron con PBS (en frío) y se obtuvieron 
con la ayuda de un rascador (aunque alternativamente se les añadió el tampón 
de lisis directamente en placa, y posteriormente el lisado fue transferido a un 
tubo).  
En el caso de los tejidos, estos fueron congelados en nitrógeno líquido 
rápidamente tras la extracción, y conservados a -80 ºC hasta su procesamiento.   
 
3.7.1  OBTENCIÓN DE LISADOS 
El tampón de lisis utilizado en la obtención de lisados tenía la siguiente 
composición: 50 mM de Tris-HCl (pH 7,8), 137 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 10 
mM de NaF, 10 mM de b-glicerofosfato de sodio, 1 mM de ortovanadato de 
sodio (Na3VO4), 1 % de Tritón X-100, 0,2 % de laurilsarcosinato de sodio, 10 % 
de glicerol y un cóctel de inhibidores de proteasas (una tableta por cada 10 mL 
de tampón, Complete Mini; Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). 
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A los sedimentos de células obtenidas con rascador o directamente en la placa, 
tras el lavado con PBS frío se les añadió tampón de lisis (entre 60 y 120 µL, 
dependiendo de la cantidad de células de partida), y se incubó durante 15 
minutos en hielo. Tras este tiempo de lisado, se centrifugó a máxima velocidad 
(16000 g), durante 10 minutos y a 4 ºC, y se recogió el sobrenadante como 
extracto total.  
A los tejidos se les añadió 1 mL de tampón de lisis y fueron inmediatamente 
homogenizados con un Ultra-Turrax T25 basic (IKA-Werke, Staufen, Alemania) a 
una velocidad baja. Los homogenizados se incubaron 10 minutos en hielo, y se 
centrifugaron a máxima velocidad (16000 g) durante 10 minutos y a 4 ºC. El 
sobrenadante se recogió como extracto total.  
En el caso de no continuar con el procedimiento, los lisados se conservaron en 
el congelador de -80 ºC. 
 
3.7.2  CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES MEDIANTE 
EL MÉTODO DE BRADFORD 
La cuantificación de la concentración de proteínas totales en nuestros extractos 
se realizó mediante el método de Bradford (Bradford 1976), que se basa en el 
cambio de color del colorante azul brillante de Coomasie G-250 en función de 
la cantidad de proteína. Este compuesto interacciona con aminoácidos básicos 
y aromáticos de las proteínas, y la unión del colorante con las proteínas provoca 
un cambio en el máximo de absorción del colorante desde 465 a 595 nm. Como 
reactivo colorimétrico se utilizó el Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad Laboratories, Hércules, EUA). Para realizar la recta patrón se utilizó una 
solución de 2 mg/mL de albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Stenheim, 
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Alemania) en 6 concentraciones diferentes (0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 y 
1 mg/mL).  
Las muestras fueron diluidas apropiadamente (1:10 para lisados celulares y 1:50 
para lisados tisulares) con el fin de que la absorbancia medida recayera dentro 
de la linearidad de la curva patrón. El ensayo se realizó en placas de 96 pocillos, 
en los que se mezclaron 10 µL de muestra, BSA o agua (blanco) en duplicado 
con 200 µL de la solución diluida del reactivo de Bradford. Inmediatamente se 
midió la absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro Multiskan Ascent 
(Thermo LabSystems, Beverly, EUA). 
 
3.7.3  ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-
DODECIL SULFATO SÓDICO (SDS-PAGE) Y WESTERN 
BLOT 
En la electroforesis se usaron geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico 
(PAGE-SDS), con un porcentaje de poliacrilamida variable, según el tamaño de 
la proteína analizada, entre el 8 % (proteínas más grandes como mTOR) y el 15 
% (proteínas más pequeñas como LC3). Para la elaboración de estos geles se 
utilizó una solución al 30 % de acrilamida/bisacrilamida (37,5:1) comercial 
denominada Ultrapure ProtoGel (National Diagnostics, Atlanta, EUA), mezclado 
con el tampón correspondiente y SDS, iniciando la reacción de polimerización 
con 0,1 % de persulfato amónico (APS) (SERVA, Heidelberg, Alemania) y 
N,N,N´,N´-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, Stenheim, 
Alemania). La electroforesis fue discontinua, constando de dos geles 
consecutivos que atraviesan las muestras:  
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•   Gel de apilamiento o stacking: De 3,75 % de poliacrilamida y un diámetro 
de poro grande, permite acumular todas las proteínas en el frente de 
migración. El tampón de que consta tiene un pH más bajo que el de 
resolución (0,125 M de Tris-HCl, pH 6,8).  
 
•   Gel de resolución o resolving: Con un diámetro de poro más estrecho, es 
aquí donde realmente se separan las proteínas en función de su tamaño. 
El tampón de que consta tiene un pH más alcalino que el anterior (0,375 
M de Tris-HCl, pH 8,8).  
Cantidades iguales de las muestras (entre 20 y 50 µg de proteínas totales) se 
cargaron en los geles, mezcladas con el tampón de carga Laemmli (0,5 mM de 
Tris-HCl (pH 6,8), 25 % de glicerol v/v, 0,5 % de b-mercaptoetanol v/v, 10 % de 
SDS y 0,5 % de azul de bromofenol), y siendo previamente hervidas a 100 ºC 
durante 5 minutos. En uno de los pocillos se cargó un marcador de peso 
molecular (EZ-Run; Fisher Scientific, Waltham, EUA), como referencia para las 
masas moleculares de las proteínas estudiadas.  
La electroforesis se realizó en cubetas Mini-Protean Tetra Cell System (Bio-Rad 
Laboratories, Hércules, EUA) en un tampón conteniendo 25 mM de Tris, 192 
mM de glicina y 0,1 % de SDS, a un pH 8,3. De manera general, se utilizó un 
voltaje constante de 100-120 V, lo que supuso una duración de 60-90 minutos 
para que las proteínas fueran resueltas adecuadamente. 
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3.7.4  TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS A MEMBRANA DE 
NITROCELULOSA 
Tras la separación de las proteínas en el gel de poliacrilamida, estas fueron 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham; GE HealthCare, Little 
Chalfont, Reino Unido (RU)) mediante Mini Trans-blot Eletrophoretic Transfer 
Cell (Bio-Rad Laboratories, Hércules, EUA). El tampón utilizado para la 
transferencia fue una solución salina 25 mM de Tris (pH 8,3), 192 mM de glicina 
y 20 % de metanol. La transferencia se llevó a cabo en frío con un amperaje 
constante de 350 mA y durante 65-90 minutos. 
Al finalizar la transferencia el sistema se desmontó y la membrana se trasladó a 
una solución salina de TBS-T que contenía 20 mM de Tris-HCl (pH 7,2), 150 mM 
de NaCl y 0,1 % v/v de Tween-20. Para comprobar que la electroforesis y la 
transferencia fueran correctas, las membranas se tiñeron reversiblemente con 
Rojo Ponceau (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania), tinción que se eliminaba al 
lavar la membrana con TBS-T.  
 
3.7.5  BLOQUEO DE LA MEMBRANA, INCUBACIÓN CON LOS 
ANTICUERPOS Y REVELADO  
El proceso de detección de las proteínas mediante el uso de anticuerpos 
específicos, comenzó con la incubación de las membranas en una solución de 
proteínas irrelevantes para el estudio, dependiendo de las especificaciones del 
anticuerpo se usaron leche desnatada o BSA a una concentración entre el 2 y el 
5 % en TBS-T, a temperatura ambiente y en agitación constante y suave durante 
al menos 60 minutos. Esto permite recubrir con estas proteínas las partes de la 
membrana donde no hay proteínas captadas, evitando así que posteriormente 
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los anticuerpos se puedan unir en ellas y den una señal inespecífica. Este paso 
se conoce como bloqueo y elimina señal de fondo en el revelado final.  
Directamente tras el bloqueo, las membranas se incubaron con los anticuerpos 
primarios durante toda la noche, a 4 ºC y en agitación constante y suave. Las 
soluciones de los anticuerpos se prepararon en la misma solución de bloqueo, 
conteniendo 0,02 % de azida sódica (NaN3) (Merck, Darmstadt, Alemania), lo 
que nos permitió reutilizar estas soluciones durante varios experimentos.  
Al día siguiente se retiró el anticuerpo primario y las membranas se lavaron con 
TBS-T (4 tandas de 5 minutos) antes de la incubación con el correspondiente 
anticuerpo secundario durante al menos 1 hora y a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos secundarios utilizados están conjugados con peroxidasa, y se 
prepararon también en solución de bloqueo. Después de la incubación con el 
anticuerpo secundario, las membranas se lavaron con TBS-T (4 tandas de 7 
minutos). Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta técnica se 
pueden ver en la Tabla 7. 
Para la detección de las bandas de las diferentes proteínas se utilizaron dos 
reactivos quimioluminiscentes. Un reactivo estándar (Amersham ECL; GE 
Healthcare, Little Chalfont, RU) y un reactivo más sensible y estable (SuperSignal 
WestFemto; Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). El proceso de revelado 
consiste en la detección de la quimioluminiscencia que se produce en la 
reacción de oxidación del luminol del reactivo de revelado debido al peróxido 
de hidrógeno que produce la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario. 
Las membranas se incubaron con el reactivo de revelado (entre 15 segundos y 
2 minutos dependiendo de la cantidad de señal). Finalmente, se obtuvo una 
imagen del revelado en un transiluminador (Fujifilm, Düseldorf, Alemania) y su 
software correspondiente LAS-3000 (Fujifilm, Tokio, Japón). La cuantificación 
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densitométrica se realizó con el programa informático Multi-Gauge (Fujifilm, 
Tokio, Japón). Se utilizaron actina o tubulina como referencia. 
Con la finalidad de detectar dos proteínas en la misma membrana de 
nitrocelulosa, tras la primera detección se eliminaron los anticuerpos utilizados 
mediante el proceso denominado stripping. Para ello, tras el revelado la 
membrana se lavó en TBS-T durante 5-10 minutos y se incubó con 0,5 M de 
glicina (pH 2,5), a temperatura ambiente y en fuerte agitación durante 1 hora. 
Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó exhaustivamente y se empezó 
desde el bloqueo. 




Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la técnica de Western blot. 
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3.8   INMUNOHISTOQUÍMICA 
Este método se utiliza para detectar la presencia y localización de moléculas 
diana en secciones de tejido con ayuda de anticuerpos que se unen 
específicamente a dichas moléculas. El complejo antígeno-anticuerpo puede ser 
posteriormente detectado utilizando un segundo anticuerpo conjugado con una 
enzima, la cual transforma un sustrato cromogénico dando lugar a un 
precipitado coloreado (Figura 18). 
 
 
Figura 18. Esquema de la reacción que sucede en inmunohistoquímica utilizando anticuerpo 
secundario conjugado con una enzima peroxidasa de rábano (HRP). (Imagen modificada de 
Biopioneer, San Diego, EUA). 
 
El corpus gástrico, procedente de ratas tratadas con AAS o con vehículo, fue 
fijado, incluido en parafina y cortado en secciones de 5 µm (Hernández et al. 
2009). Antes de pasar a la inmunotinción, los cortes eran desparafinados con 
xileno, y rehidratados en un gradiente decreciente de alcoholes. Finalmente, los 
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cortes se lavaron en TBS-T, que se utilizó como tampón de lavado durante todo 
el protocolo.  
De forma previa a la inmunotición, también tenía lugar el desenmascaramiento 
de antígenos, que consiste en dejar al descubierto los epítopos que deben 
reaccionar con el anticuerpo que utilicemos, ya que durante la fijación de las 
muestras se forman puentes de metileno y otros enlaces entre proteínas que 
pueden enmascararlos. Para este paso, los cortes se incubaron en un tampón 
citrato a pH 6 (Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) a 95 ºC durante 
20 minutos, seguidos de un periodo de 10 minutos en que la cubeta se dejaba 
a temperatura ambiente para que redujese progresivamente su temperatura. 
Seguidamente, los cortes se incubaron en una solución de H2O2 al 3 % durante 
15 minutos para bloquear las peroxidasas endógenas de las muestras, que 
pueden reaccionar con el sustrato cromogénico y, por tanto, dar falsos positivos. 
A continuación, y con el fin de bloquear puntos de unión inespecíficos, las 
muestras se incubaron durante 1 hora en una solución de PBS-Tx (PBS y 0,5 % 
de Triton-X) con BSA (1 %) y de suero (5 %) procedente de la especie en la que 
se genera el anticuerpo secundario. Tras el bloqueo, los cortes se incubaron 
durante toda la noche y a 4 ºC con el anticuerpo primario preparado en solución 
de bloqueo a la dilución apropiada. Al día siguiente, y tras lavar con TBS-T, se 
incubaron durante 1 hora y a temperatura ambiente con el anticuerpo 
secundario también preparado en solución de bloqueo. Estas incubaciones se 
realizaron en una cámara húmeda con el fin de evitar la deshidratación de las 
muestras y la consecuente distorsión en la tinción. Tras lavar el anticuerpo 
secundario, las muestras se expusieron al sustrato cromogénico 3,3’-
diamniobencidina tetrahidrocloruro (DAB) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). 
El DAB es un sustrato que, por acción de la peroxidasa acoplada al anticuerpo 
secundario, precipita y da un intenso color marrón. Este sustrato se adicionó a 
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las muestras durante el tiempo suficiente para obtener una señal óptima que se 
comprobó al microscopio. Este tiempo osciló entre 2 y 4 minutos, y para cada 
diana se mantuvo constante en todas las muestras. Finalmente, los cortes se 
incubaron en una solución de hematoxilina (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) 
durante 30 segundos para detectar los núcleos celulares, tras lo cual, se 
deshidrataron exponiéndolos a un gradiente creciente de alcoholes y, 
posteriormente, a xileno. Para finalizar, se utilizó el medio de montaje para 
histología DPXÒ (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) para fijar los cubres sobre 
las muestras.  
La especificidad de la inmunotinción se confirmó por la ausencia de señal en 
secciones análogas de tejidos sometidas al mismo procedimiento, pero 
omitiendo los anticuerpos primario o secundario. Las imágenes de los tejidos 
teñidos se adquirieron mediante el microscopio invertido Olympus IX81 
(Olympus, Tokio, Japón), y utilizando el software CellR v.2.8. 
En la Tabla 8 se detallan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en 
inmunohistoquímica:  




Tabla 8. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en las tinciones 
inmunohistoquímicas. 
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3.9   APOPTOSIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
La apoptosis, también denominada muerte celular programada, es un proceso 
en el que una serie de pasos moleculares dirigen a las células hacia su muerte. 
La cuantificación de este proceso se realizó utilizando el kit comercial Annexin 
V-FITC Apoptosis Detection Kit (Abcam, Cambridge, RU). Este kit pretende 
detectar la traslocación de fosfatidilserina (PS) desde la cara interna de la 
membrana plasmática a la superficie celular que ocurre al inicio de la apoptosis. 
Una vez que se encuentra en la superficie celular la PS puede ser fácilmente 
detectada mediante su unión a la Anexina V, proteína por la que tiene alta 
afinidad, conjugada con FITC (ANXV).  
También se pudo diferenciar entre apoptosis y necrosis al analizar en paralelo la 
tinción de yoduro de propidio (PI). El PI tiene la capacidad de intercalarse en los 
ácidos nucleicos, pero para poder llegar al núcleo la integridad de la membrana 
plasmática debe encontrarse comprometida ya que no es capaz de atravesarla 
cuando está intacta.  
La utilización conjunta de ambas tinciones nos permitió diferenciar entre células 
viables, apoptóticas y necróticas. Las células viables son negativas para ambas 
tinciones, las células apoptóticas son positivas para ANXV y negativas para PI, y 
las células necróticas son positivas para PI. También se pueden encontrar células 
positivas para ANXV y para PI, que se consideran que son aquellas células 
apoptóticas que ya no mantienen la integridad de la membrana celular y por 
ello también son positivas para PI. 
En nuestros experimentos, la detección de las señales fluorescentes asociadas a 
ANXV y PI se llevó a cabo mediante dos técnicas diferentes: citometría de flujo 
(BD FACSCaliburÔ; BD Biosciences, San José, EUA) y citometría estática 
(apartado 3.10.3).  
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En los experimentos de citometría de flujo, se utilizaron células AGS que se 
cultivaron en placas de 24 pocillos. Tras el tratamiento, se retiró el medio de 
cultivo y se lavaron los pocillos con solución salina equilibrada de Hank (HBSS, 
Hank’s balanced salt solution) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania), y después 
con PBS. Se adicionó entonces una solución de tripsina-EDTA al 0,05 % (Gibco, 
Life Technologies, Waltham, EUA), y una vez las células se despegaron de la 
superficie se resuspendieron en su medio de cultivo. Después, esta suspensión 
celular se recogió en diferentes tubos falcon correspondientes para cada 
tratamiento, y se centrifugó (200 g) durante 3 minutos. Tras la centrifugación, se 
vertió el medio y se adicionaron los fluorocromos (0,75 µL de ANXV y 0,25 µL 
de PI en 250 µL de solución HBSS) y se incubaron durante 30 minutos, en 
oscuridad y a 4 ºC. 
Tras la incubación, se lavaron con HBSS, y se resuspendieron en formalina al 1 
% (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). Finalmente, la solución resultante se 
pasó a tubo de citómetro con solución BD FACSflowÔ (BD Biosciences, San 
José, EUA). 
Las mediciones se realizaron con una longitud de onda de excitación de 488 nm 
y utilizando los siguientes filtros de detección: 530/30 nm para la fluorescencia 
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3.10   MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y CITOMETRÍA 
ESTÁTICA 
Para estos experimentos se utilizó un microscopio invertido y motorizado de 
fluorescencia (Olympus IX81; Olympus, Tokio, Japón). La captura manual de 
imágenes se realizó mediante el software CellR v.2.8. La cuantificación 
automática de la señal fluorescente se realizó mediante el software de citometría 
estática ScanR versión 2.03.2 de Olympus. Esta técnica permite analizar y 
cuantificar numerosos parámetros celulares automáticamente de forma análoga 
a la empleada en la citometría de flujo, pero sin la necesidad de despegar y 
suspender las células que crecen en monocapa. Para ello, las células se tiñen 
con Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) que proporciona una 
tinción fluorescente azul específica para el ADN y, por tanto, permite identificar 
los núcleos celulares. Cada área demarcada por esta señal azul se toma como 
definición de evento, y se utiliza para cuantificar en cada una de las células las 
señales fluorescentes relativas a las dianas teñidas de forma específica en 
fluorescencia roja o verde.  
Los filtros de detección utilizados fueron los siguientes:  
•   Fluorescencia azul: 348 nm para excitación y 496 nm para emisión 
•   Fluorescencia roja: 495 nm para excitación y 519 nm para emisión  
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3.10.1   CUANTIFICACIÓN DE EmGFP/LC3-PUNCTA  
Las células AGS transfectadas con p3xFLAG/EmGFP/LC3B se observaron a 
través del microscopio de fluorescencia y se tomaron nueve fotografías (20X) 
por pocillo. El número de LC3-puncta por célula se determinó por un observador 
desconocedor del tratamiento.  
 
3.10.2   INMUNOCITOQUÍMICA  
Se realizó una tinción inmunocitoquímica para detectar la proteína lisosomal 
LAMP2 en células AGS cultivadas en placas de 24 o 48 pocillos. Para ello, tras 
eliminar el medio de cultivo con el tratamiento y lavar con PBS-T (PBS con 0,1 % 
de Tween-20), se fijaron en formalina 10 % y se permeabilizaron con 0,1 % de 
Triton-X100. Tras la incubación durante 1 hora y a temperatura ambiente con la 
solución de bloqueo (PBS con un 1 % de BSA y un 10 % de suero de cabra), se 
incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-LAMP2 (sc18822, Santa 
Cruz, Dallas, EUA) a la dilución 1:100, durante toda la noche a 4 ºC. Al día 
siguiente, y tras lavar con PBS-T, se incubaron las células con el anticuerpo 
secundario (anticuerpo de cabra anti-ratón IgG F(ab’)2 conjugado con TexasRed; 
sc3797, Santa Cruz, Dallas, EUA; dilución 1:200 en PBS), durante 45 minutos a 
temperatura ambiente. Cuando quedaron 5 minutos para completar este 
periodo, se añadió la sonda Hoechst 33342 a la concentración de 5 µM. Tras 
lavar con PBS-T, se les añadió PBS y se llevaron al microscopio para tomar 
imágenes representativas y hacer un análisis cuantitativo de la expresión de 
LAMP2 por citometría estática.  
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3.10.3   APOPTOSIS POR CITOMETRÍA ESTÁTICA 
Se utilizó el kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Abcam, Cambridge, 
RU), cuyo fundamento se ha explicado en el apartado 3.9. Este análisis se realizó 
en células AGS cultivadas en placas de 48 pocillos. Tras el tratamiento, se aspiró 
el medio, se lavaron las células con solución salina equilibrada de Hank (HBSS, 
Hank’s balanced salt solution) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania). Después se 
incubaron con las sondas fluorescentes: Hoechst 33342 5 µM, 0,6 µL de ANXV 
y 0,2 µL de PI en 200 µL de solución HBSS, y se incubaron durante 15 minutos, 
a 37 ºC y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, y tras lavar con HBSS, se 
realizó el análisis de citometría estática en el microscopio de fluorescencia.  
 
3.10.4   EVALUACIÓN LISOSOMAL MEDIANTE LysoTracker® 
Las sondas Lysotrackerâ (LT) son sondas acidotrópicas fluorescentes que se 
utilizan para marcar y rastrear orgánulos ácidos como los lisosomas de las células 
vivas. Estas sondas presentan una alta selectividad para orgánulos ácidos y un 
marcaje efectivo de células vivas a concentraciones nanomolares. En nuestros 
experimentos utilizamos el LysoTracker® Red DND-99 que consiste en un 
fluoróforo unido a una base débil que a pH neutro está solo parcialmente 
protonada, y ello hace que sea permeable a las membranas celulares. Una vez 
dentro de los compartimentos ácidos, la sonda se protona y permanece en el 
orgánulo, aunque el mecanismo de retención no está del todo caracterizado. El 
uso de estas sondas es de gran utilidad para investigar la biogénesis y 
patogénesis de lisosomas. 
Para realizar estos experimentos se plantaron células AGS en placas de 24 
pocillos, y tras el tratamiento se añadió la solución que contenía la sonda LTâ 
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Red DND-99 (Invitrogen, Life Technologies, Waltham, EUA) a 0,1 µM y la sonda 
Hoechst 33342 a la concentración de 5 µM. La sonda LT teñía de rojo los 
lisosomas y, la sonda Hoechst 33342 teñía de azul los núcleos, y ambas sondas 
estaban disueltas en PBS.  
Las sondas estuvieron en contacto con las células durante 30 minutos, en 
incubador a 37 ºC y 5 % de CO2, y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se 
aspiró el medio con las sondas, y se añadió formalina 10 % para fijar las células, 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se aspiró la formalina, se 
añadió PBS a los pocillos y se pasó a hacer el análisis citométrico en el 
microscopio de fluorescencia.  
 
3.10.5   EVALUACIÓN LISOSOMAL MEDIANTE NARANJA DE 
ACRIDINA 
El naranja de acridina (AO) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemania) es un 
fluorocromo lipofílico, ligeramente catiónico y fluorocromático que, aunque 
bastante permeable en su forma neutra, una vez protonado tiende a quedar 
atrapado en compartimentos ácidos, por lo que se acumula en los lisosomas. Se 
generan así concentraciones intra-lisosómicas que conducen a su precipitación 
y estas estructuras oligoméricas exhiben un desplazamiento en su emisión hacia 
el rojo (640 nm) en comparación con el naranja de acridina monomérico que 
emite en verde (525 nm). Se realizó este ensayo en células AGS plantadas en 
placas de 24 pocillos. 15 minutos antes de completar el tratamiento, se añadió 
el AO (5 µM) junto con la sonda fluorescente Hoechst 33342 en solución de PBS. 
Se incubó 15 minutos en incubador a 37 ºC, 5 % de CO2 y en oscuridad. Pasado 
este tiempo, se aspiró el medio con las sondas fluorescentes, se añadió PBS y 
se analizó en el microscopio de fluorescencia.  
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3.11    ACTIVIDAD DE CATEPSINAS 
La actividad lisosomal fue analizada mediante el ensayo de la actividad de 
catepsinas, enzimas proteolíticas presentes en el lumen lisosomal. Para ello se 
utilizó el sustrato fluorogénico OmniCathepsinâ (ZZ-FR-AMC) (Enzo Life 
Sciences, Farmingdale, EUA). La actividad proteolítica de las catepsinas 
presentes en un extracto celular libera la fracción AMC (7-amino-4-
metilcumarina) del sustrato y produce fluorescencia. Por lo tanto, cuanta más 
actividad de catepsinas mayor será la fluorescencia medida. 
Para realizar estos experimentos las células AGS se plantaron en placas de 24 
pocillos y tras el tratamiento el medio se desechó, las células se lavaron con PBS 
frío y se añadió el tampón de lisis (50 mM de acetato de sodio (pH 5,5), 0,1 M 
de NaCl, 1 mM de EDTA, y 0,2 % de Triton X-100). Las placas se incubaron a 4 
ºC en agitación durante 30 minutos, tras lo cual se recogió el lisado y se 
centrifugó 2 minutos a máxima velocidad. Para el ensayo, 20 µL de cada 
sobrenadante se mezclaron con 100 µL de tampón de lisis conteniendo 100 µM 
del sustrato fluorogénico OmniCathepsinâ en placas de 96 pocillos. La placa se 
incubó a 37 ºC durante 30 minutos y protegida de la luz y, a continuación, se 
midió la fluorescencia en el espectrofluorímetro Spectramax-Gemini XPS 
(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) a las longitudes de onda de 380 nm para 
excitación y de 460 nm para emisión.  
En cada placa se incluyeron como controles un pocillo que contenía lisado y 
tampón de lisis sin sustrato (que se usó como blanco y se restó a los valores de 
las muestras), y un pocillo con tampón de lisis y sustrato, pero sin lisado. Por 
otro lado, se cuantificó la concentración de proteínas totales en los lisados 
(como se ha descrito anteriormente), y se calculó los µg de proteína en los 20 
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µL de lisado usados en el ensayo. Se calculó el valor de fluorescencia por µg de 
proteína, siendo expresado el resultado final en porcentaje respecto al control. 
 
3.12    VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE ENSAYO MTT 
El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que permite la cuantificación no 
radiactiva de la proliferación celular y de la viabilidad. Está basado en la 
reducción metabólica del compuesto amarillo de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en un compuesto insoluble de color 
púrpura (formazan) en células metabólicamente activas (Figura 19). La cantidad 
de formazan producido es proporcional a la cantidad de células vivas. Esta 
reducción enzimática requiere de los cofactores NADH y NADPH. Los cristales 
de formazan formados son solubilizados y el color de la solución resultante es 
cuantificado utilizando un espectrofotómetro.  
 
Figura 19. Metabolización de MTT a una sal de formazan en células viables. (Imagen 
adaptada de las especificaciones del producto Cell Proliferation Kit I de Roche Diagnostics). 
 
En nuestros experimentos las células AGS se sembraron en placas de 96 pocillos, 
y 4 horas antes de que finalizara el tratamiento se añadió 20 µL de la solución 
de MTT por 100 µL de medio (Cell Proliferation Kit I (MTT), Roche Diagnostics, 
Basilea, Suiza), manteniendo la placa en el incubador. Al final del tiempo de 
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tratamiento se aspiró el medio, se disolvieron las células con DMSO, y la 
absorbancia a 570 nm de la solución resultante se determinó en el 
espectrofotómetro Multiskan Ascent (Thermo LabSystems, Beverly, EUA). A los 
valores obtenidos se les restó la absorbancia a 690 nm, que se utilizó como 
medida del ruido de fondo. 
 
3.13    ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Los resultados se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 6.0 
(GraphPad Software, La Jolla, EUA). Los datos se expresaban como media ± 
E.E.M., y se comparaban por análisis de la varianza (ANOVA unidireccional) con 
corrección post hoc Newman-Keuls para múltiples comparaciones, mediante 
ANOVA bidireccional cuando se analizaba la influencia de dos variables o 
mediante test de la t de Student cuando la comparación se establecía entre dos 
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4.1   MODULACIÓN DE LA AUTOFAGIA EN CÉLULAS 
EPITELIALES GÁSTRICAS POR EL EFECTO DE DIFERENTES 
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS 
El presente estudio se inició haciendo un análisis sistemático del efecto de 
distintos AINE sobre el proceso de la autofagia en células epiteliales gástricas. 
Para ello utilizamos la línea celular AGS y un tiempo de tratamiento de 24 horas. 
Con la finalidad de provocar cierto grado de flujo autofágico que nos permitiera 
ver tanto efectos activadores como inhibidores, las células se incubaron durante 
el tratamiento en medio con una concentración de suero inferior a la del medio 
de cultivo. Seleccionamos AINE representativos de cada uno de los grupos 
químicos en los que se clasifican: ácido acetilsalicílico o Aspirina (AAS) y salicilato 
sódico (SAL) del grupo de salicilatos; ibuprofeno (IBU) del grupo de derivados 
del ácido propiónico; indometacina (INDO) y ketorolaco (KET) del grupo de 
derivados del ácido acético; piroxicam (PIR) del grupo de derivados del ácido 
enólico; y celecoxib (CLX) como representante del grupo coxibs, inhibidores 
selectivos de la COX-2. 
En estos primeros experimentos, estudiamos el nivel de autofagia mediante los 
niveles de proteína LC3. Sin embargo, a lo largo de esta tesis el flujo autofágico 
se analizó mediante la detección por Western blot de también otras proteínas 
implicadas en este proceso (Figura 20). Dicho análisis se realizó en células 
tratadas en ausencia y presencia de inhibidores lisosomales que bloquean la 
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•   LC3: se encuentra como LC3-I en el citosol y pasa a su forma lipidada 
(LC3-II) para incluirse en la membrana del autofagosoma. El LC3-II se 
degrada en parte por autofagia por lo que el nivel de LC3-II en células 
tratadas con inhibidor lisosomal constituye un indicador de la cantidad de 
autofagosomas formados durante el periodo de tratamiento (Klionsky et 
al. 2016). 
•   p62: es una proteína citosólica implicada en la vehiculación de los 
sustratos de autofagia hacia el autofagosoma. Como también se degrada 
por autofagia, sus niveles en ausencia de inhibidor lisosomal varían de 
forma inversa al nivel de flujo autofágico. No suelen observarse cambios 
cuando se inhiben los lisosomas puesto que el Western blot detecta tanto 
la proteína citoplásmica como la que haya podido quedar atrapada en el 
compartimento lisosomal. 
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Figura 20. Análisis del flujo autofágico mediante los niveles de LC3-II y p62 en ausencia y 
presencia de inhibidores lisosomales. El esquema representa las variaciones previsibles en 
cuanto a la detección de LC3-II y p62 por Western blot en presencia fármacos que incrementen, 
inhiban en fases tempranas o inhiban en fases tardías la autofagia. En primer lugar, compuestos 
o fármacos que no tengan ningún efecto sobre la autofagia no cambiarán los niveles de estas 
proteínas, ni en ausencia ni en presencia de inhibidores lisosomales (tales como cloroquina o 
bafilomicina). Compuestos que activen el proceso de autofagia tendrán como resultado un 
aumento de LC3-II en presencia de inhibidor, lo que refleja el aumento de la formación de 
autofagosomas, y una disminución de p62 en basal, lo que indica que la degradación por 
autofagia está incrementada. Un compuesto que inhiba el inicio de la autofagia tendrá el efecto 
contrario, es decir, una reducción de LC3-II con inhibidor (resultado de una menor formación de 
autofagosomas) y un incremento de p62 (dado que su degradación estará reducida). Finalmente, 
los compuestos que inhiban la degradación final de la autofagia (tales como inhibidores de la 
actividad lisosomal o de la fusión entre autofagosomas y lisosomas) producirán una acumulación 
de LC3-II en basal sin que aumente en presencia de inhibidor, mientras que el nivel de p62 será 
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En la Figura 21 se puede observar que tanto el AAS como el salicilato sódico 
produjeron una disminución de la acumulación de LC3-II en presencia de 
cloroquina (CQ). Ni el AAS ni el salicilato sódico modifican el nivel de LC3-II en 
ausencia de cloroquina. En principio, esto indicaría que estos fármacos están 
inhibiendo el proceso de autofagia al principio, puesto que no permiten la 
formación de LC3-II a partir de LC3-I. 
En el caso de indometacina e ibuprofeno, el tratamiento con dosis crecientes de 
estos compuestos incrementó el nivel de LC3-II en ausencia de cloroquina, 
mientras que no modificaban la acumulación de LC3-II en presencia de este 
inhibidor lisosomal (Figura 22). Este perfil de efectos se puede corresponder con 
una inhibición del flujo autofágico, es decir, una disminución de la degradación 
en el lisosoma sin que se afecte la formación basal de autofagosomas en la 
célula. Por otra parte, los otros AINE ensayados (piroxicam, ketorolaco y 
celecoxib) no produjeron ningún efecto sobre los niveles de LC3-II ni en ausencia 
ni en presencia de cloroquina (Figura 23), lo que sugiere que no modulan la 
autofagia en estas células. 
En resumen, los resultados de este screening inicial sugieren que los AINE del 
grupo de los salicilatos bloquean la formación de autofagosomas en el comienzo 
del proceso autofágico, mientras que indometacina e ibuprofeno inhiben la 
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Figura 21. Efecto del ácido acetilsalicílico y el salicilato sódico sobre los niveles de LC3-
I/LC3-II en células AGS. Las células AGS se trataron durante 24 horas con dosis crecientes de 
ácido acetilsalicílico (A) o salicilato sódico (B) y en presencia o ausencia de 10 µM de CQ como 






Figura 22. Efecto de la indometacina y el ibuprofeno sobre los niveles de LC3-I/LC3-II en 
células AGS. Las células AGS se trataron durante 24 horas con dosis crecientes de indometacina 
(A) o ibuprofeno (B) y en presencia o ausencia de CQ 50 µM y 10 µM, respectivamente, como 
inhibidor de la actividad lisosomal. Se muestran Western blots representativos de LC3, actina y 
tubulina (n=3).  
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Figura 23. Efecto del piroxicam, el celecoxib y el ketorolaco sobre los niveles de LC3-I/LC3-
II en células AGS. Las células AGS se trataron durante 24 horas con dosis crecientes de 
piroxicam (A), celecoxib (B) o ketorolaco (C) y en presencia o ausencia de 10 µM de CQ como 








0 1 5 10 1 50 10[CLX]3(µM):





0 5 20 100 5 200 100[PIR]3(µM):





0 20 100500 20 1000 500[KET]3(µM):





	   99	  
4.2   LA TOXICIDAD DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE EL 
EPITELIO GÁSTRICO SE ASOCIA A UNA INHIBICIÓN DE LA 
AUTOFAGIA 
4.2.1  EL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO INHIBE LA AUTOFAGIA EN 
CÉLULAS EPITELIALES GASTROINTESTINALES 
Los experimentos descritos en el apartado anterior sugerían que el AAS inhibe 
el inicio del proceso de autofagia, idea que confirmamos con los siguientes 
experimentos realizados también en células AGS. Utilizando otro inhibidor 
lisosomal, cloruro de amonio, observamos el mismo efecto sobre la acumulación 
de LC3-II que con CQ (Figura 24.A). También analizamos el efecto de AAS sobre 
los niveles de la proteína p62, que como se ha descrito anteriormente, se 
degrada en el autolisosoma junto a su contenido. En la Figura 24.B se puede 
observar que AAS aumenta la cantidad de p62 celular a partir de una dosis de 
5 mM, lo que sugiere que se bloquea su degradación por autofagia. 
Este efecto de AAS sobre los niveles de LC3-II y p62 fue reproducido en las 
células epiteliales intestinales Caco-2, donde la cantidad de LC3-II en presencia 
de inhibidores lisosomales disminuyó (Figura 25.A), mientras que la acumulación 
de p62 aumentó (Figura 25.B) con dosis crecientes de AAS.  
Además, con el fin de comprobar si AAS era capaz de inhibir no solo la autofagia 
basal sino también la inducida en respuesta a ciertos estímulos, investigamos el 
efecto de este AINE sobre la autofagia inducida por rapamicina (Rap). En células 
tratadas con rapamicina la cantidad de proteína p62 disminuyó, y este efecto no 
se produjo en presencia de AAS (Figura 24.C), lo que nos indica que AAS inhibe 
también la autofagia inducida por este inhibidor de mTOR.   




Figura 24. El ácido acetilsalicílico (AAS) inhibe el flujo autofágico en células AGS. Las células 
AGS se trataron con dosis crecientes de AAS en ausencia y presencia de inhibidores lisosomales 
(CQ 10 µM, NH4Cl 10 mM) durante 24 horas. (A) Western blots representativos de LC3 y actina 
(n = 4). (B) Western blots representativos de p62 y actina (n = 4). (C) Células AGS tratadas con 5 
y 10 mM de AAS en ausencia y en presencia de rapamicina 1 µM, (n = 4). 
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Figura 25. El ácido acetilsalicílico inhibe el flujo autofágico en células Caco-2. (A) Las células 
Caco-2 fueron tratadas con dosis crecientes de AAS en ausencia y presencia de CQ 10 µM y 
NH4Cl 10 mM. Western blots representativos para LC3 y actina (n = 4). (B) Western blots 
representativos para p62 y actina de células AGS tratadas AAS (n = 4). 
 
Por último, diseñamos un plásmido para sobreexpresar la proteína LC3B 
marcada con FLAG y EmGFP en su extremo N-terminal, lo que nos permitía 
estudiar mediante microscopía de fluorescencia la localización de esta proteína 
(LC3-I en el citosol y LC3-II en los autofagosomas y autolisosomas) y, en 
consecuencia, visualizar los autofagosomas. Las células AGS se transfectaron 
transitoriamente con este plásmido y se trataron con AAS en ausencia y en 
presencia de cloroquina. El tratamiento con AAS no modificó el número de 
EmGFP/LC3B-puncta o autofagosomas por célula (Figura 26). Sin embargo, el 
tratamiento con cloroquina produjo un aumento significativo de estas 
estructuras, lo que se corresponde con su acumulación al estar inhibida la acción 
lisosomal. El tratamiento con AAS disminuyó significativamente esta 
Caco%2
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acumulación producida por cloroquina (Figura 26), lo que confirma que la AAS 
inhibe la formación de autofagosomas. 
 
 
Figura 26. El ácido acetilsalicílico (AAS) reduce el número de autofagosomas acumulados 
en presencia de un inhibidor lisosomal en células AGS. Células AGS transfectadas con 
plásmidos 3xFLAG/EmGFP/LC3B fueron tratadas durante 24 horas con AAS (5 mM) en ausencia 
y presencia de CQ (20 µM). Las fotografías muestran imágenes representativas tomadas en el 
microscopio de fluorescencia (40x). La gráfica muestra el número de puntos LC3 por célula 
(media ± EEM, n = 4). * P<0,05 frente al grupo control y # P<0,05 frente al grupo tratado con 
CQ, mediante ANOVA y Newman-Keuls. 
 
4.2.2  LA INHIBICIÓN DE LA AUTOFAGIA POR EL ÁCIDO 
ACETILSALICÍLICO DEPENDE DE LA ACTIVACIÓN DE 
mTOR 
La vía de señalización de mTOR es esencial para la regulación de la autofagia, 
siendo esta inhibida cuando la ruta mTOR es activada. Dado que AAS parecía 
inhibir la formación de autofagosomas quisimos estudiar si este efecto depende 
de mTOR. Para ello intentamos determinar si la aspirina modificaba la actividad 
de elementos implicados en esta vía de señalización tanto anteriores como 
posteriores a mTOR.  
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Una de las manifestaciones de la actividad de mTOR es su autofosforilación en 
los residuos Serina (Ser) 2448 y Ser 2481, modificaciones que se vieron 
incrementadas de forma dosis-dependiente en células AGS tratadas con AAS 
(Figura 27.A). 
El complejo mTOR regula el proceso de autofagia mediante la inhibición de las 
proteínas ULK. Su fosforilación por mTOR en el residuo Ser 757 evita la 
fosforilación y activación por AMPK, que estimularía la formación de 
autofagosomas. En nuestros experimentos esta fosforilación de ULK1 fue 
aumentada por AAS (Figura 27.B), lo que explica la inhibición de la autofagia 
por acción de AAS. 
En cuanto a la parte anterior de esta ruta de señalización, cabe destacar que la 
actividad de mTOR se regula negativamente por las GSK3 quinasas, que a su 
vez se ven reguladas por Akt. Esta quinasa, al fosforilar GSK3α en Ser 21 y de 
GSK3β en Ser 9 inhibe sus actividades y revierte su acción inhibidora sobre 
mTOR. El tratamiento con AAS aumentó la fosforilación tanto de GSK3α como 
de GSK-3β en células AGS (Figura 27.B), lo que indica que AAS activa Akt y esto 
tiene como consecuencia la activación de mTOR. En línea con estos resultados, 
wortmanina (WT), un inhibidor de PI3K (quinasa anterior a Akt en la ruta), 
bloqueó las fosforilaciones de GSK3α, GSK3β y ULK1 inducidas por AAS (Figura 
28). Por consiguiente, estos resultados sugieren que AAS activa la vía PI3K/Akt-
GSK3-mTOR que fosforila ULK1 para bloquear el inicio del proceso de autofagia 
(Figura 30). 
Finalmente, observamos que el efecto del AAS sobre la fosforilación de ULK1 se 
reprodujo cuando las células AGS fueron tratadas con dosis equimolares de 
salicilato sódico, lo que también se revirtió mediante tratamiento con 
wortmanina (Figura 29). 





Figura 27. El ácido acetilsalicílico (AAS) incrementa la fosforilación de mTOR, ULK1 y 
GSK3a/ß en células AGS. Las células AGS se trataron con dosis crecientes de AAS durante 24 
horas. (A) Western blots representativos de mTOR total y fosforilado en los residuos Ser 2448 y 
Ser 2481 (n = 4). (B) Western blots representativos de ULK1 total y fosforilado en el residuo de 
Ser 757, de GSK3a y GSK3b totales y fosforilados en el residuo de Ser 21 y de Ser 9, 
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Figura 28. El inhibidor de PI3K wortmanina inhibe la fosforilación de ULK1 y GSK3a/ß 
inducidas por el ácido acetilsalicílico (AAS) en células AGS. Las células AGS se trataron con 5 
mM de AAS y dosis crecientes de wortmanina durante 24 horas. Western blots representativos 
de ULK1 total y fosforilado en el residuo de Ser 757, de GSK3a y GSK3b totales y fosforilados 
en el residuo de Ser 21 y de Ser 9, respectivamente, y de tubulina (n = 3). 
 
Figura 29. El salicilato sódico (SAL) incrementa la fosforilación de ULK1 en células AGS, y 
esta modificación es prevenida por el inhibidor de PI3K wortmanina. (A) Las células AGS se 
trataron con dosis crecientes de SAL durante 24 horas. Western blots representativos de ULK1 
total y fosforilado en el residuo de Ser 757 (n = 3). (B) Las células AGS se trataron con 5 mM de 
SAL y dosis crecientes de wortmanina durante 24 horas. Western blots representativos de ULK1 
total y fosforilado en el residuo de Ser 757 (n = 3). 
! ++5mM&AAS&: +



























Figura 30. Esquema de la activación de la vía PI3K/Akt-GSK3-mTOR que realiza el ácido 
acetilsalicílico. En condiciones ricas en nutrientes (en rojo) la ruta PI3K/Akt-mTOR se activa y 
fosforila ULK1 en la Ser757 para inhibir la formación de autofagosomas. Por otra parte, en 
situaciones de baja energía (en verde) las proteínas GSK3 y AMPK se coordinan para inhibir 
mTOR y, así, estimular la autofagia. Además, ambas vías se contrarregulan en tanto Akt fosforila 
e inhibe las GSK3, y la fosforilación de ULK1 por mTOR impide la fosforilación activadora por 
AMPK. Por lo tanto, según la actividad relativa de estas dos vías se observa bloqueo (ULK1 
inhibida por mTOR) o activación (ULK1 activada por AMPK) de la autofagia. De nuestros 
experimentos se puede deducir que el AAS induce la activación de Akt porque se produce la 
fosforilación inhibitoria de las GSK3. Todo ello conduce a una mayor actividad de mTOR, que 
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4.2.3  EL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO INHIBE LA AUTOFAGIA Y 
ACTIVA mTOR EN UN MODELO IN VIVO DE DAÑO 
GÁSTRICO 
Para investigar el daño gástrico inducido por AAS, en nuestro laboratorio 
habíamos usado anteriormente un modelo animal de daño agudo por una dosis 
única de AAS, en el que observamos que el tratamiento de ratas con 150 mg/kg 
de este fármaco producía un daño significativo en la mucosa que alcanzaba un 
máximo a las 3-6 horas del tratamiento, y que se recuperaba a las 24 horas de 
la administración (Ortiz-Masiá et al. 2010). En nuestros experimentos, para 
estudiar el nivel de autofagia en la mucosa gástrica durante la inducción del 
daño, se administró por vía oral AAS o vehículo (Veh) (1% de 
carboximetilcelulosa), y a las 3 horas se sacrificaron las ratas. Como se puede ver 
en la Figura 31, los estómagos de las ratas tratadas con AAS presentaron 
múltiples heridas hemorrágicas en la mucosa gástrica. En estas condiciones nos 
propusimos determinar los niveles de diferentes marcadores de autofagia en el 
tejido gástrico mediante Western blot (Figura 32) o inmunohistoquímica (Figura 
33).   
 
Figura 31. Daño en la mucosa gástrica de ratas tratadas con AAS. Las ratas fueron tratadas 
por vía oral (v.o.) con 150 mg/kg de AAS o su vehículo (Veh) carboximetilcelulosa (n ≥ 4). A las 
3 horas del tratamiento los animales fueron sacrificados y se extirpó el estómago, que fue abierto 
por la curvatura mayor. Fotografías representativas que muestran heridas a lo largo del cuerpo 
del estómago. 
Veh AAS





Figura 32. La mucosa gástrica de ratas tratadas con una dosis gastrolesiva de ácido 
acetilsalicílico (AAS) presenta niveles superiores de proteínas ubiquitinadas y LC3, y una 
reducción en el ratio LC3-II/LC3-I. Ratas tratadas como se indica en la Figura 31. Una porción 
del cuerpo del estómago se utilizó para obtener lisados de proteína. (A) Western blots 
representativos de proteínas ubiquitinadas, LC3 y actina. (B) Las bandas de las proteínas 
correspondientes (o el conjunto de bandas en el caso de las proteínas ubiquitinadas) se 
cuantificaron por densitometría utilizando el software Multi-Gauge (Fujifilm, Tokio, Japón). Las 
gráficas muestran la media ± EEM de esta cuantificación: total de proteínas ubiquitinadas, LC3 
total (LC3-I + LC3-II) y el ratio LC3-II/LC3-I (n ≥ 4). La densitometría de proteínas fue realizada 
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En primer lugar, el análisis mediante Western blot en lisados de estómago de 
las ratas control y tratadas con AAS indicó que este fármaco aumenta 
significativamente los niveles de proteína LC3 total (LC3-I y LC3-II), mientras que 
reduce el ratio LC3-II/LC3-I (Figura 32.B), resultados indicativos de que 
disminuye la autofagia. La inmunotinción de secciones de estómago de ratas 
control con el anticuerpo anti-LC3, que reconoce ambas formas de LC3, mostró 
un patrón de expresión de la proteína LC3 total en la mucosa gástrica que en 
ratas tratadas con vehículo se limitaba a las células epiteliales basales. En las 
ratas tratadas con AAS la intensidad de esta señal fue más fuerte y se extendió 
a la zona apical (Figura 33). 
En experimentos in vivo se ha utilizado la acumulación de agregados de 
proteínas ubiquitinadas como marcador de una autofagia defectuosa. Nuestro 
análisis por Western blot del nivel de proteínas ubiquitinadas en muestras de 
estómago de ratas tratadas con AAS mostró un incremento significativo 
respecto a ratas tratadas con su vehículo (Figura 32), lo que sugiere que su 
degradación por autofagia se encontraba disminuida. 
Además, tras la inmunotinción con un anticuerpo anti-ubiquitina de cortes 
parafinados del estómago de ratas control observamos una ligera señal de 
proteínas ubiquitinadas en células epiteliales del área basal de la mucosa (Figura 
33). En la mucosa de las ratas tratadas con AAS se obtuvo una mayor intensidad 
en la tinción, y esta se extendió hacia las células en la sección apical. 
Finalmente, la intensidad de la inmunotinción para p62 fue más fuerte en la 
mucosa de las ratas tratadas con AAS (Figura 33). Cabe destacar que esto se 
reprodujo en la mucosa gástrica de ratones BALB/C tras tratamiento subcrónico 
con dosis bajas de AAS, donde aumentaron los niveles de proteína p62, 
evaluados mediante Western blot e inmunohistoquímica (Figura 34). En 
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conjunto, estos datos sugieren que la autofagia basal en la mucosa gástrica es 
inhibida por el AAS. 
En las muestras de estómago de ratas tratadas con AAS y su vehículo también 
analizamos la fosforilación de mTOR. Los estómagos de las ratas tratadas con 
AAS presentaron un nivel de fosforilación de mTOR en Ser 2448 y Ser 2481 
significativamente mayor al de los estómagos de las ratas control (Figura 35.A). 
La inmunohistoquímica en cortes de estómago con el anticuerpo anti-mTOR 
fosforilado en Ser 2448 también reveló que el tratamiento con AAS aumentaba 
la fosforilación de mTOR en células epiteliales de la mucosa gástrica (Figura 
35.C) y, en consecuencia, la fosforilación de ULK1 (Figura 35.B). Además, el 
tratamiento con AAS también aumentó la fosforilación de las enzimas GSK3α y 
GSK3β que, como se ha explicado en el apartado 4.2.2 inciden en la regulación 
de mTOR (Figura 35.D).  
El conjunto de resultados obtenidos nos indica que en un modelo de daño 
gástrico inducido por AAS la autofagia en la mucosa está reducida debido a la 
activación de la vía PI3K/Akt-GSK3-mTOR que termina regulando 
negativamente ULK1 mediante fosforilación, lo que coincide con lo visto en 
células epiteliales gástricas en el apartado anterior.  
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Figura 33. La mucosa gástrica de ratas tratadas con una dosis gastrolesiva de ácido 
acetilsalicílico (AAS) presenta niveles superiores de proteínas ubiquitinadas, LC3 y p62. 
Ratas tratadas como se indica en la Figura 31. Una porción del cuerpo del estómago se fijó y se 
utilizó para obtener cortes histológicos. En la figura se muestran imágenes representativas (10x) 
(y en su caso amplificaciones 100x) de las inmunotinciones con anticuerpos frente a ubiquitina, 










Figura 34. La mucosa gástrica de ratones que recibieron un tratamiento subcrónico con 
ácido acetilsalicílico (AAS) presenta niveles superiores de p62. Los ratones recibieron agua 
de bebida normal o agua de bebida conteniendo 50 mg/L de AAS durante 7 días (n ≥ 4). Tras 
el tratamiento los animales fueron sacrificados y se extirpó el estómago, que fue abierto por la 
curvatura mayor. Una porción del estómago se usó para obtener lisados de proteínas y otra para 
fijar el tejido y realizar cortes histológicos. (A) Western blot de lisados de estómago para p62 y 
actina. (B) Imágenes representativas (10x, y amplificaciones 40x) de inmunotinciones con el 
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Figura 35. La mucosa gástrica de ratas tratadas con una dosis gastrolesiva de ácido 
acetilsalicílico (AAS) muestra un incremento en la fosforilación de mTOR, ULK1, GSK3a y 
GSK3ß. Ratas tratadas como se indica en la Figura 31 (n ≥ 4). Una porción del estómago se usó 
para obtener lisados de proteínas y otra para fijar el tejido y realizar cortes histológicos. (A) 
Western blots de mTOR total y fosforilado en Ser 2448 y Ser 2481. Las gráficas muestran la 
cuantificación densitométrica relativa del ratio mTOR fosforilado y total. * P<0,05 frente al grupo 
control mediante el test t de Student. (B) Western blots de ULK1 total y fosforilado en Ser 757. 
(C) Imágenes representativas (10x) y sus amplificaciones (40x) de la inmunotinción en secciones 
gástricas con anticuerpo anti-mTOR fosforilado (Ser 2448) (D) Western blots de GSK3α total y 
fosforilado en Ser 21 y GSK3β total y fosforilado en Ser 9, con muestras agrupadas procedentes 
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4.2.4  LA INHIBICIÓN DE LA AUTOFAGIA POR 3-
METILADENINA AUMENTA EL DAÑO GÁSTRICO Y LA 
APOPTOSIS PRODUCIDA POR EL ÁCIDO 
ACETILSALICÍLICO 
La autofagia ha sido descrita como un mecanismo protector para las células, 
pero también se ha visto implicada en muerte celular. Para investigar si la 
disrupción de la autofagia basal puede agravar el daño gástrico inducido por 
AAS, se trataron las ratas con 3-metiladenina (3-MA), un inhibidor de autofagia 
que actúa selectivamente sobre el complejo PI3K clase III implicado en la 
nucleación de la membrana del autofagosoma. Transcurridos 45 minutos desde 
la administración de 3-MA o su vehículo se realizó el tratamiento con AAS o su 
vehículo y, 3 horas más tarde se analizaron sus efectos. Como se muestra en la 
Figura 36, las ratas tratadas solo con 3-MA no presentaron ningún daño 
macroscópico en la mucosa gástrica. Sin embargo, después de la administración 
de AAS, las ratas tratadas previamente con 3-MA mostraron un ligero, pero 
significativo aumento en el área dañada respecto a las ratas tratadas solo con 
AAS. En conjunto, nuestros datos sugieren que, aunque una autofagia 
defectuosa no es suficiente para inducir daño gástrico, el deterioro de la 
autofagia basal conduce a un mayor grado de lesión cuando el daño es inducido 
por AAS.  
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Figura 36. El pre-tratamiento con un inhibidor de la autofagia (3-MA) incrementa el daño 
gástrico en ratas tratadas con una dosis gastrolesiva de ácido acetilsalicílico (AAS). Las ratas 
fueron tratadas con 3-MA (30 mg/kg, inyección intraperitoneal) o salino 45 minutos antes de 
recibir por vía oral (v.o.) 150 mg/kg de AAS o su vehículo (Veh) carboximetilcelulosa (n ≥ 4). A 
las 3 horas del tratamiento con AAS los animales fueron sacrificados y se extirpó el estómago, 
que fue abierto por la curvatura mayor. Fotografías representativas que muestran heridas a lo 
largo del cuerpo del estómago. El área total del cuerpo y el área dañada se valoraron mediante 
el software Image J y se calculó el porcentaje de área dañada. La gráfica representa la media ± 
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Para averiguar si 3-MA aumentaba la sensibilidad del epitelio gástrico a la 
apoptosis, evaluamos el nivel de activación de caspasa 3 mediante Western blot. 
Durante la apoptosis la pro-caspasa 3 es cortada por la caspasa 9 (vía intrínseca) 
o la caspasa 8 (vía extrínseca), y se libera un fragmento de menor peso molecular 
y que es la forma activa de la proteína. Las ratas que fueron tratadas con 3-MA 
antes de la administración de AAS presentaron un nivel más bajo de pro-caspasa 
3 y un nivel más alto de caspasa 3 activa (Figura 37), y ello sugiere que la 
apoptosis causada por AAS en la mucosa gástrica es mayor cuando la autofagia 
está previamente inhibida.  
 
 
Figura 37. El pre-tratamiento con un inhibidor de la autofagia (3-MA) incrementa los niveles 
de la enzima pro-apoptótica caspasa 3 en la mucosa de ratas tratadas con una dosis 
gastrolesiva de ácido acetilsalicílico (AAS). Las ratas fueron tratadas como en la Figura 36 (n ≥ 
4). Una porción del estómago se utilizó para obtener lisados de proteínas. Se muestra un 
Western blot de caspasa 3 (caspasa 3 total, 35 kDa; caspasa 3 escindida, 17/19 kDa) donde se 
compara entre ratas tratadas solo con AAS o con AAS y 3-MA. 
 
Además, examinamos el efecto directo de este inhibidor de la autofagia en la 
apoptosis y la necrosis inducidas por AAS en células AGS, mediante medida en 
un citómetro de flujo de la fluorescencia de anexina y yoduro de propidio, 
respectivamente. Las células AGS fueron tratadas con dosis crecientes de AAS 
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apoptosis ni necrosis hasta una concentración de 10 mM. Sin embargo, en 
presencia de 3-MA, la dosis de 5 mM de AAS era suficiente para inducir 
apoptosis y necrosis (Figura 38). Curiosamente, 3-MA no aumentó el porcentaje 
de células sometidas a apoptosis y necrosis con 10 mM de AAS. 
En resumen, la inhibición de la autofagia con 3-MA tiene como efecto que el 
daño gástrico inducido por AAS sea mayor, lo que se correlaciona con una 
mayor tasa de apoptosis en las células epiteliales. 
 
 
Figura 38. El co-tratamiento con un inhibidor de la autofagia (3-MA) provoca apoptosis y 
necrosis en células AGS tratadas con una concentración submaximal de ácido acetilsalicílico 
(AAS). Las células AGS fueron tratadas con dosis crecientes de AAS en ausencia y presencia de 
2 mM de 3-MA. El porcentaje de células apoptóticas y necróticas se determinó mediante análisis 
en un citómetro de flujo de la fluorescencia de anexina (ANXV) y yoduro de propidio (PI), 
respectivamente. Las gráficas muestran la media ± EEM de este porcentaje (n=5). * P<0,05 
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4.2.5  LA ACTIVACIÓN DE LA AUTOFAGIA MEDIANTE 
TREHALOSA REDUCE EL DAÑO GÁSTRICO INDUCIDO 
POR EL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO 
En otra serie de experimentos investigamos si la activación de la autofagia podía 
revertir el daño gástrico inducido por AAS mediante tratamiento de las ratas con 
trehalosa (Treh), un compuesto que induce el proceso de la autofagia por una 
vía independiente de mTOR. Como se observa en la Figura 39, el pre-
tratamiento con trehalosa protegió la mucosa gástrica de la acción lesiva del 
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Figura 39. El pre-tratamiento con un inductor de la autofagia (trehalosa) reduce el daño 
gástrico en ratas tratadas con una dosis gastrolesiva de ácido acetilsalicílico (AAS). Las ratas 
fueron tratadas con trehalosa (30 mg/L, en el agua de bebida) durante 3 semanas antes de recibir 
por vía oral (v.o.) 150 mg/kg de AAS o su vehículo (Veh) carboximetilcelulosa (n ≥ 4). A las 3 
horas del tratamiento con AAS los animales fueron sacrificados y se extirpó el estómago, que 
fue abierto por la curvatura mayor. Fotografías representativas que muestran heridas a lo largo 
del cuerpo del estómago. El área total del cuerpo y el área dañada se valoraron mediante el 
software Image J y se calculó el porcentaje de área dañada. La gráfica representa la media ± 
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4.3   LA INDOMETACINA ALTERA EL FLUJO AUTOFÁGICO 
INDUCIENDO DISFUNCIÓN LISOSOMAL EN LAS CÉLULAS 
CANCEROSAS GÁSTRICAS Y AUMENTA SU SENSIBILIDAD 
A LOS FÁRMACOS CITOTÓXICOS 
4.3.1  LA INDOMETACINA INHIBE LA DEGRADACIÓN 
AUTOFÁGICA EN CÉLULAS AGS 
En la primera parte de esta tesis, observamos que la indometacina parecía 
inhibir la autofagia en la fase final del proceso, impidiendo la degradación del 
contenido de los autolisosomas. De la misma manera que hicimos para AAS, 
comprobamos este efecto utilizando otras técnicas o marcadores.  
En primer lugar, en correlación con la acumulación de LC3-II descrita 
previamente observamos también acumulación de p62 y NBR1 en células AGS 
después de 24 horas de tratamiento con indometacina (Figura 40). NBR1 es una 
proteína con una función similar a p62, y que también termina degradándose en 
el proceso de autofagia. Estos efectos se reprodujeron de forma similar en las 
células epiteliales intestinales HT-29 (Figura 41). 
Por otra parte, el tratamiento de las células AGS con indometacina no modificó 
significativamente la autofosforilación de mTOR en Ser 2481 (Figura 40), lo que 
indica que la inhibición de la degradación autofágica no era debida a una 
activación de mTOR, sino que debía ser causada en un paso posterior a este 
regulador. Esta idea se sustenta aún más por el hecho de que la indometacina 
bloqueó la degradación de p62 inducida por rapamicina, inhibidor de mTOR 
(Figura 42.A). Además, la acumulación de LC3-II, pero no de p62, inducida por 
indometacina, disminuyó cuando las células eran tratadas en presencia de 
wortmanina, un inhibidor general de PI3K, que cuya acción en el complejo PI3K 
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de clase III-Vps34 es capaz de inhibir la autofagia basal independientemente de 
mTOR (Figura 43). 
Además, en células AGS que expresan de manera estable la proteína de fusión 
que contiene EmGFP en tándem con la proteína LC3B, observamos un 
incremento en el número de puncta correspondientes a LC3-II en células 
tratadas separadamente con el estimulador de autofagia rapamicina o con 
indometacina. Este incremento fue significativamente potenciado cuando las 
células fueron tratadas con ambos fármacos, sugiriendo que la indometacina 
bloquea la degradación de los autofagosomas nuevamente formados en 
respuesta a rapamicina (Figura 42.B). 
 
 
Figura 40. La indometacina inhibe la degradación autofágica en células AGS. Las células AGS 
se trataron con dosis crecientes de indometacina durante 24 horas. (A) Western blots 
representativos de LC3, p62, NBR1, mTOR total y fosforilado en la Ser2481, y actina. (B) Las 
bandas de las proteínas correspondientes se cuantificaron por densitometría utilizando el 
software Multi-Gauge (Fujifilm, Tokio, Japón), se normalizaron con actina y se relativizaron 
respecto al control. El nivel de fosforilación de mTOR se calculó como el ratio entre mTOR 
fosforilado y total. Las gráficas muestran la media ± EEM de esta cuantificación (n = 6). * P<0,05 
frente al grupo control mediante ANOVA y Newman-Keuls. 
 




Figura 41. La indometacina inhibe la degradación autofágica en células HT-29. Las células 
HT-29 fueron tratadas con dosis crecientes de indometacina en ausencia y presencia de CQ (20 
µM) durante 24 horas. Se muestra Western blot representativo de LC3, p62 y actina (n = 3).  
 
 
Figura 42. La indometacina bloquea la degradación de p62 e incrementa el número de 
autofagosomas inducidos por rapamicina en células AGS. (A) Las células AGS fueron tratadas 
con 200 µM de indometacina en ausencia y en presencia de 1 y 2 µM de rapamicina durante 24 
horas. Se muestra Western blot representativo de p62 y actina (n = 3). (B) Células AGS, que 
expresan de manera estable la proteína de fusión que contiene EmGFP en tándem con la 
proteína LC3B, fueron tratadas con 200 µM de indometacina y/o 1 µM de rapamicina (n = 3) 
durante 24 horas. Se realizaron fotos en el microscopio de fluorescencia y se contó el número 
de puntos fluorescentes. Los datos en la gráfica representan la media ± EEM. * P<0,05 frente al 
grupo control, + P<0,05 frente a las células tratadas con indometacina y #P<0,05 frente a las 
células tratadas con rapamicina (ANOVA y Newman-Keuls). 
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Figura 43. El inhibidor de PI3K wortmanina reduce la acumulación de LC3-II provocada por 
la indometacina en células AGS. Las células AGS se trataron con 200 y 500 µM de indometacina 
y dosis crecientes de wortmanina durante 24 horas. Se muestra Western blot representativo de 
LC3, p62 y actina (n = 3).  
 
4.3.2  LA INDOMETACINA AFECTA A LA FUNCIÓN LISOSOMAL 
EN CÉLULAS AGS 
El siguiente paso fue investigar el impacto de indometacina en los lisosomas, ya 
que son el destino final de los sustratos autofágicos para su degradación. La 
actividad de las enzimas lisosómicas depende del mantenimiento de un pH 
ácido en su lumen. Por ello, analizamos los efectos del tratamiento con 
indometacina sobre el pH lisosomal usando la sonda acidófila Lysotrackerâ, que 
queda retenida en los orgánulos ácidos como los lisosomas. La indometacina 
disminuyó la fluorescencia de Lysotrackerâ en células AGS después de 2, 6 y 20 
horas de tratamiento (Figura 44), lo que sugiere que la indometacina incrementa 
el pH lisosómico y obstaculiza la retención de la sonda en la luz lisosomal.  
En un segundo conjunto de experimentos, utilizamos naranja de acridina, que 
marca lisosomas con fluorescencia roja y el citosol con fluorescencia verde, 
dependiendo de las condiciones de pH. De nuevo, la indometacina disminuyó 
de manera aguda la fluorescencia roja derivada del lisosoma (2 y 6 horas). Sin 
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embargo, esta señal aumentó después de 20 horas (Figura 45.A). Por otra parte, 
el ratio entre la fluorescencia citosólica y lisosomal también fue agudamente 
reducido (2 y 6 horas), lo que es indicativo de un aumento de la permeabilidad 
de la membrana lisosomal (Figura 45.B). 
 
Figura 44. La indometacina disminuye la fluorescencia de la sonda lisosomotrópica 
LysoTrackerâ en tratamientos de 2, 6 y 20 horas en células AGS. Las células fueron tratadas 
con dosis crecientes de indometacina durante los tiempos indicados. Tras el tratamiento, se 
incubaron con la sonda LysoTrackerâ Red DND99 y se determinó la fluorescencia en el 
microscopio mediante citometría estática. Se calculó el porcentaje frente al grupo control. Los 
datos en las gráficas representan la media ± EEM (n = 4). * P<0,05 frente al grupo control 
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Figura 45. La indometacina reduce la fluorescencia emitida por naranja de acridina de forma 
ácido-dependiente desde el compartimento lisosomal, y el ratio entre esta señal y la emitida 
desde el citosol, en células AGS tratadas durante 2 y 6 horas. Las células se trataron con dosis 
crecientes de indometacina durante los tiempos indicados. Tras el tratamiento, se incubaron con 
naranja de acridina y se determinaron la fluorescencia roja lisosomal y la fluorescencia verde 
citosólica en el microscopio mediante citometría estática. Se calculó el porcentaje de 
fluorescencia roja frente al grupo control (A) y el ratio entre fluorescencia roja y verde (B). Los 
datos en las gráficas representan la media ± EEM (n = 4). * P<0,05 frente al grupo control 
mediante ANOVA y Newman-Keuls. 
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Con el fin de descartar que estos cambios fueran debidos a una reducción del 
contenido total de lisosomas en las células y no a cambios específicos en las 
condiciones lisosomales, analizamos los niveles de la proteína lisosomal LAMP2 
mediante inmunocitoquímica. En células AGS tratadas con indometacina 
durante 2 horas no se observaron cambios cuantitativos en la expresión de 
LAMP2. Sin embargo, detectamos una alteración de la distribución de puntos 
positivos para LAMP2, desde la posición perinuclear observada en las células de 
control a una posición periférica en las células tratadas con indometacina (Figura 
46). Esta circunstancia se ha relacionado recientemente con un incremento del 
pH luminal en los lisosomas (Johnson et al. 2016). Por lo tanto, nuestros datos 
indican que la indometacina reduce la acidez lisosomal. 
 
 
Figura 46. Distribución periférica de los lisosomas en células AGS tratadas con indometacina 
durante 2 horas. Fotografías representativas de la inmunocitoquímica para LAMP2 realizada en 
células tratadas con 500 µM de indometacina o vehículo durante 2 horas (n = 3). En rojo la 
fluorescencia de LAMP2 y en azul la fluorescencia de Hoechst 33342. 
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Finalmente, medimos los efectos de la indometacina sobre la actividad de 
enzimas lisosomales como las catepsinas, utilizando el sustrato fluorogénico 
OmniCathepsinâ (ZZ-FR-AMC), que es escindido por la mayoría de este grupo 
enzimático. El tratamiento de las células AGS con indometacina redujo la 
actividad de las catepsinas después de 6 y 20 horas de tratamiento (Figura 47).  
En conjunto, los resultados de este apartado sugieren que la indometacina 
aumenta el pH lisosómico y, en consecuencia, provoca una inhibición de la 
actividad proteolítica de las enzimas lisosomales. 
 




Figura 47. La indometacina reduce la actividad de las catepsinas en células AGS. Las células 
fueron tratadas con dosis crecientes de indometacina durante los tiempos indicados. Tras el 
tratamiento, se obtuvieron los lisados celulares donde se ensayó la actividad enzimática de 
catepsinas utilizando el sustrato ZZ-FR-AMC. La fluorescencia derivada de la liberación de AMC 
se cuantificó en un espectrofluorímetro y se normalizó frente a la cantidad de proteínas totales. 
Se calculó el porcentaje frente al grupo control. Los datos en las gráficas representan la media 
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4.3.3  EFECTOS DIFERENCIALES DE LA INDOMETACINA SOBRE 
LOS EFECTOS DE DOS INHIBIDORES LISOSOMALES: 
CLOROQUINA Y BAFILOMICINA B1. 
Para examinar más a fondo el papel de los lisosomas en las acciones de la 
indometacina, analizamos sus efectos en presencia de dos inhibidores diferentes 
de los lisosomas: cloroquina (fármaco lisosomotrópico) y bafilomicina B1 (BafB1) 
(inhibidor de la V-ATPasa de la membrana lisosomal que es necesaria para 
mantener el pH). Como era de esperar, el tratamiento con estos dos inhibidores 
redujo en las células AGS la fluorescencia emitida por el Lysotrackerâ y la 
fluorescencia roja derivada del lisosoma del naranja de acridina, aunque con 
distinta intensidad. 
El tratamiento con cloroquina disminuyó solo ligeramente la fluorescencia de 
Lysotrackerâ (Figura 48.A) y de naranja de acridina (Figura 48.B), y la 
combinación con indometacina provocó una reducción adicional. Por el 
contrario, la bafilomicina B1 disminuyó consistentemente ambos parámetros y 
la combinación con indometacina no tuvo un efecto mayor (Figura 48). 
Por otra parte, el efecto de la indometacina sobre la distribución de puntos 
positivos para LAMP2 hacia la periferia de las células se mantuvo cuando la 
cloroquina estaba presente (Figura 49), lo que sugiere que este mecanismo 
inducido por indometacina complementa la inhibición de la función lisosomal 
que realiza la cloroquina. 
Finalmente, es necesario destacar que la indometacina causó una toxicidad 
dependiente de la dosis y del tiempo de tratamiento, ya que pudimos observar 
una reducción progresiva del número de células por campo en el microscopio 
(medido por citometría estática). Esta toxicidad de indometacina se incrementó 
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en presencia de los inhibidores lisosomales, especialmente con cloroquina 
(Figura 50). Este es el motivo por el que usamos diferentes dosis de cloroquina 
dependiendo del tiempo de tratamiento, con el fin de realizar nuestro análisis 
en condiciones similares. 
Estos datos indican diferencias entre los dos inhibidores lisosomales, que 
también eran patentes en sus efectos sobre la degradación autofágica. La 
indometacina no pudo aumentar la acumulación de LC3-II y p62 en las células 
tratadas con bafilomicina B1. Sin embargo, en presencia de cloroquina, la 
indometacina indujo un aumento no significativo de los niveles de estas 
proteínas (Figura 51), junto a una acumulación significativa de los puncta 
correspondientes a LC3-II en células AGS que expresan de forma estable 
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Figura 48. La indometacina potencia la acción inhibidora de cloroquina, y no de bafilomicina 
B1, sobre la fluorescencia emitida por Lysotracker® y naranja de acridina desde el 
compartimento lisosomal en células AGS.  Las células AGS fueron tratadas con dosis crecientes 
de indometacina en presencia de CQ (100 µM para 2 y 6 horas, 50 µM para 20 horas) o 50 nM 
de BafB1 para todos los tiempos. Después del tratamiento, las células se incubaron con la sonda 
LysoTrackerâ Red DND99 (A) o con la sonda naranja de acridina (B), como se detalla en las 
Figuras 44 y 45. Se calculó el porcentaje frente a un grupo control sin ningún tratamiento. Los 
datos en las gráficas representan la media ± EEM (n = 4). * P<0,05 frente al grupo control y + 
P<0,05 frente a células tratadas con el correspondiente inhibidor, mediante ANOVA y Newman-
Keuls.  





Figura 49. Distribución periférica de los lisosomas en células AGS tratadas con cloroquina 
en presencia y ausencia de indometacina durante 2 horas. Fotografías representativas de la 
inmunocitoquímica para LAMP2 realizada en células tratadas con CQ e indometacina durante 2 
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Figura 50. Efectos de indometacina, cloroquina y bafilomicina B1 sobre el número de células 
AGS. Las células AGS fueron tratadas con dosis crecientes de indometacina en presencia o 
ausencia de CQ (100 µM para 2 y 6 horas, 50 µM para 24 horas) o 50 nM de BafB1 para todos 
los tiempos. El número de células de cada pocillo fue evaluado como número de eventos 
Hoechst 33342 positivos en los campos analizados y el porcentaje frente al grupo control fue 
calculado. Los datos representan la media  ± EEM (n = 7). * P<0,05 versus datos respectivos en 
células tratadas con el vehículo (ANOVA y Newman-Keuls). 




Figura 51. Efecto de la indometacina sobre los niveles de LC3-II y p62 en células AGS 
tratadas con los inhibidores lisosomales cloroquina y bafilomicina B1. Las células AGS fueron 
tratadas con dosis crecientes de indometacina en presencia de 50 µM de CQ o 50 nM de BafB1 
durante 24 horas. Western blots representativos de LC3, p62, NBR1 y actina. Las bandas de las 
proteínas correspondientes se cuantificaron por densitometría utilizando el software Multi-
Gauge (Fujifilm, Tokio, Japón), se normalizaron con actina y se relativizaron respecto a un control 
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Figura 52. La indometacina incrementa el número de autofagosomas acumulados en células 
AGS tratadas con cloroquina durante 6 y 24 horas. Células AGS, que expresan de manera 
estable la proteína de fusión que contiene EmGFP en tándem con la proteína LC3B, fueron 
tratadas con CQ (100 µM para 6 horas, 50 µM para 24 horas) en ausencia o presencia de 
indometacina (500 µM para 6 horas, 200 µM para 24 horas). En el microscopio de fluorescencia 
se tomaron fotos donde se determinó el número de células que contenían diferentes cantidades 
de puntos fluorescentes y se calculó el porcentaje para cada grupo de cantidad. En las gráficas, 
los datos representan media ± EEM (n = 3). * P<0,05 frente al correspondiente grupo con CQ 
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4.3.4  LA INDOMETACINA INCREMENTÓ LA MUERTE CELULAR 
INDUCIDA POR EL OXALIPLATINO EN CÉLULAS AGS 
La indometacina y otros AINE han sido propuestos para ser utilizados en terapias 
antitumorales en combinación con otros fármacos, y el oxaliplatino es un 
fármaco antineoplásico comúnmente utilizado en el cáncer gástrico. Estudios 
recientes indican que el oxaliplatino estimula la autofagia, lo que supone un 
mecanismo de quimiorresistencia en las células tumorales. Para investigar si la 
influencia de la indometacina sobre la autofagia afecta la citotoxicidad del 
oxaliplatino estudiamos el efecto de una combinación de ambos fármacos en 
las células AGS.  
El oxaliplatino tendió a aumentar el número de puntos de LC3-II en células AGS 
que expresaban de forma estable EmGFP-LC3B en condiciones basales y, más 
claramente, en presencia de cloroquina (Figura 53). En ambas circunstancias, la 
acumulación de autofagosomas fue más pronunciada cuando las células 
también fueron tratadas con indometacina. Además, la indometacina bloqueó 
el aumento de la degradación de p62 que observamos en células tratadas con 
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Figura 53. La indometacina incrementa el número de autofagosomas en células AGS 
tratadas con oxaliplatino y en presencia o ausencia de cloroquina durante 24 horas. Células 
AGS, que expresan de manera estable la proteína de fusión que contiene EmGFP en tándem 
con la proteína LC3B, fueron tratadas con 200 µM de indometacina, 50 µM de CQ y 3 µM de 
oxaliplatino, como se indica. En el microscopio de fluorescencia se tomaron fotos donde se 
determinó el número de puntos fluorescentes por célula y el número de células que contenían 
diferentes cantidades de los mismos. Se calculó el porcentaje para cada grupo de cantidad. En 
las gráficas, los datos representan media ± EEM (n = 3). * P<0,05 frente al grupo control, +P<0,05 
frente a las células tratadas con indometacina, #P<0,05 frente a las células tratadas con 
oxaliplatino, •P<0,05 frente a las células tratadas con CQ, «P<0,05 frente a todos los grupos 
tratados con CQ (ANOVA y Newman-Keuls). 
 
 
Figura 54. La indometacina previene la reducción de p62 inducida por oxaliplatino en células 
AGS. Las células se trataron con 3 µM de oxaliplatino durante 48 horas, y las últimas 24 horas 
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Para medir la viabilidad de las células AGS utilizamos un ensayo de MTT. El 
tratamiento con oxaliplatino disminuyó la viabilidad celular de una manera 
dependiente de la dosis después de 48 horas de tratamiento. El tratamiento de 
las células con indometacina durante las últimas 24 horas disminuyó aún más la 
viabilidad celular (Figura 55.A). Cuando comparamos las curvas de viabilidad 
entre las células tratadas solo con oxaliplatino y las células tratadas en presencia 
de dos dosis de indometacina se apreciaron diferencias significativas (Figura 
55.A). En células tratadas con 3 µM de oxaliplatino el tratamiento con 
indometacina disminuyó significativamente el porcentaje de células viables 
(Figura 55.B). Finalmente, la indometacina también aumentó la tasa de 
apoptosis y necrosis en células AGS tratadas con oxaliplatino (Figura 56).  
Estos resultados sugieren que la indometacina, restringiendo el flujo autofágico, 
puede estar neutralizando una vía de escape frente a la acción citotóxica del 
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Figura 55. La indometacina potencia la disminución de viabilidad celular inducida por 
oxaliplatino en células AGS. (A) Células AGS tratadas con dosis crecientes de oxaliplatino 
durante 48 horas y 100 y 200 µM de indometacina durante las últimas 24 horas. Se determinó la 
viabilidad celular mediante el ensayo MTT, y se calculó el porcentaje de viabilidad respecto al 
grupo control. La gráfica muestra la media ± EEM (n = 4). Se realizó la comparación de curvas 
mediante test ANOVA bidireccional (P= 0,0146). (B) Porcentaje de células AGS viables tras 
tratamiento con 3 µM de oxaliplatino durante 48 horas, y las últimas 24 horas en presencia de 
100 y 200 µM de indometacina. Los datos representan la media ± EEM. * P<0,05 frente al grupo 
control mediante ANOVA y Newman-Keuls. 
 
 




Figura 56. La indometacina aumenta la tasa de apoptosis y necrosis en células AGS tratadas 
con oxaliplatino. Células AGS tratadas con dosis crecientes de oxaliplatino durante 48 horas, y 
las últimas 24 horas en presencia de 100-200 µM de indometacina. (A) Las células apoptóticas 
resultantes del tratamiento exteriozaron fosfatidilserina a la que se unió la sonda fluorescente 
anexina V-FITC, y fueron detectadas mediante citometría estática (n = 4). (B) Las células 
necróticas, dañadas o muertas, permiten la permeación de la sonda fluorescente yoduro de 
propidio que posteriormente es evaluada mediante citometría estática (n = 4). Los datos 
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Los AINE son fármacos de elevado uso, tanto por prescripción médica como por 
automedicación, y cuando se usan para tratar el dolor y la inflamación estos 
fármacos ejercen un efecto perjudicial sobre el epitelio digestivo que constituye 
su principal efecto secundario. Los mecanismos por los que ejercen esta 
toxicidad son múltiples, y dependen de acciones tanto tópicas como sistémicas. 
Esta toxicidad gastrointestinal se debe en gran parte a su mecanismo de acción, 
es decir, a la inhibición que realizan de la actividad de las enzimas COX, que 
produce una supresión de la síntesis de prostaglandinas (Wolfe et al. 1999) que 
juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la barrera mucosa y la 
integridad del epitelio gástrico. A su vez, los AINE tienen un efecto positivo en 
el tracto digestivo en tanto se ha observado su capacidad de inhibir la 
tumorogénesis en los tejidos gastrointestinales, si bien los mecanismos 
subyacentes están mal caracterizados (Gurpinar et al. 2014). No obstante, los 
AINE han sido probados como coadyuvantes de los regímenes antineoplásicos, 
y se han obtenido algunos resultados prometedores (Sahin et al. 2014). Tanto la 
toxicidad gastrointestinal mencionada anteriormente como el potencial efecto 
antineoplásico parecen estar relacionados con una reducción en la capacidad 
de las células epiteliales de origen normal o canceroso para eludir los efectos 
dañinos de los jugos digestivos en el primer caso o la escasez de nutrientes y la 
acción de los fármacos citotóxicos en el segundo.  
Por tanto, el tratamiento con AINE expone a las células epiteliales del tracto 
digestivo a situaciones comprometidas en las que ganan gran relevancia los 
mecanismos celulares de defensa. Entre las respuestas de supervivencia celular 
encontramos la autofagia, mecanismo esencial que consiste en una vía de 
degradación lisosomal que controla la calidad del citoplasma al eliminar 
agregados proteicos y orgánulos dañados y mantener así la homeostasis 
citoplásmica (Ravikumar et al. 2010). Este proceso celular está siendo estudiado 
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de forma muy extensa como mecanismo etiopatogénico involucrado en multitud 
de enfermedades, lo que lleva apareado un gran interés en desarrollar fármacos 
moduladores del mismo. Con nuestro estudio, pretendimos determinar si la 
autofagia estaba implicada en la toxicidad de los AINE sobre las células 
epiteliales del tracto digestivo y observamos que, como en muchas otras 
acciones, su influencia sobre este proceso era diferente con diversos fármacos 
de este grupo. 
Obtuvimos tres patrones de respuesta en función de cómo afectaban a la 
acumulación de una proteína que forma parte de los autofagosomas (LC3-II): a) 
los salicilatos reducían la acumulación de LC3-II en presencia de inhibidores 
lisosomales; b) la indometacina y el ibuprofeno provocaban su acumulación 
cuando los lisososmas estaban activos y no cuando se inhibían con cloroquina; 
y c) piroxicam, celecoxib y ketorolaco no provocaron cambios significativos en 
ningún caso. Las opciones a y b son compatibles con una inhibición del flujo 
autofágico, aunque por mecanismos distintos. En el primer caso parece inhibirse 
la formación de autofagosomas mientras que en el segundo parecería que los 
autofagosomas se forman con normalidad, pero se inhibe su degradación. Estas 
posibilidades se analizaron con mayor detalle. 
El tratamiento con AAS, además de inhibir la acumulación de la proteína LC3-II, 
redujo la aparición de puntos LC3-II positivos en presencia de inhibidores de la 
degradación lisosomal, y provocó la acumulación del sustrato autofágico p62, 
lo que confirmaba su acción inhibidora sobre el flujo autofágico.  
En relación al mecanismo por el que inducía esta inhibición, observamos que el 
tratamiento con AAS aumentaba la fosforilación del residuo de Ser 757 en la 
proteína ULK1. Esta fosforilación, que es llevada a cabo por mTOR, tiene un 
efecto inhibitorio sobre la actividad quinasa del complejo ULK1 que inicia la 
cascada que conduce a la lipidación de LC3 y  a la formación  y elongación de 
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la membrana del autofagosoma (Alers et al. 2012b; Alers et al. 2012a). Este 
resultado es entonces indicativo de una mayor actividad de mTORC1, y está en 
concordancia con la inhibición de la autofagia observada. El tratamiento con 
este AINE también se acompañó de la autofosforilación de mTOR en Ser 2481, 
que de nuevo indica estimulación de mTOR, y la fosforilación de mTOR en Ser 
2448, que denota un efecto directo de la actividad quinasa de PI3K/Akt (Nave 
et al. 1999; Peterson et al. 2000). Ambas modificaciones suponen un efecto 
activador sobre mTOR y, por lo tanto, explicarían el efecto del AAS en ULK1. El 
AAS también aumentó la fosforilación de las quinasas GSK3α en el residuo Ser 
21, y de GSK3β en Ser 9, dos modificaciones que previenen su acción inhibitoria 
en la vía mTOR (Inoki et al. 2006; Peterson et al. 2000). Dado que el inhibidor 
de PI3K wortmanina evitó la fosforilación de las isoenzimas GSK3 y de ULK1, 
nuestros resultados indican que el tratamiento con aspirina activa la vía 
PI3K/Akt-GSK3-mTOR para aumentar la fosforilación del residuo Ser 757 en la 
proteína ULK1 y, con ello, reducir la actividad autofágica. 
Esta vía suele estar contra-regulada por AMPK que estimularía la autofagia en 
respuesta a bajos niveles de energía celular. El AAS probablemente estimula la 
AMPK debido a su efecto de desacoplamiento en la fosforilación oxidativa 
mitocondrial. Sin embargo, no se esperaba estimulación de la autofagia porque 
la fosforilación de ULK1 mediada por mTOR impediría su activación por AMPK 
(Alers et al. 2012a; J. Kim et al. 2011). La inhibición de la autofagia inducida por 
el AAS, y también por el salicilato sódico, parece independiente de la inhibición 
de la ciclooxigenasa, ya que no se observó con otros AINE a concentraciones 
suficientes para inhibir la enzima.  
Nuestros resultados, obtenidos en células de origen gástrico, difieren de los 
publicados por Din et al. en células epiteliales de partes más distales del 
intestino (Din et al. 2012). Estos autores observaron que el AAS reducía la 
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actividad de mTOR en células de cáncer colorrectal, y sugerían que este efecto 
podría contribuir al efecto antineoplásico de la aspirina. La acción divergente de 
la aspirina sobre la actividad de mTOR en estos dos tipos de células puede estar 
relacionada con su origen diferente o, alternativamente, a cambios en las 
condiciones experimentales que pueden ser determinantes de la actividad basal 
de mTOR (por ejemplo, diferente concentración de suero en medio de cultivo). 
Con respecto a la autofagia, el efecto neto del AAS sobre las células colónicas 
no está claro porque los resultados publicados indican una mayor cantidad de 
LC3-II y LC3 total en presencia de bafilomicina A, que es sugestiva de activación 
de autofagia. Ello coexiste con la reducción del ratio LC3-II/LC3-I y el aumento 
de la cantidad de LC3 total en ausencia de inhibidor lisosomal, que son 
indicativos de inhibición de la autofagia. La falta de una explicación directa de 
estos resultados debería hacernos considerar la posible implicación de otros 
procesos celulares en los cambios inducidos por el AAS. Una posibilidad podría 
ser el proceso no autofágico, independiente de mTOR y mediado por LC3 que 
es conocido como entosis, y que ha sido descrito en células epiteliales y tumores 
humanos (Overholtzer et al. 2007; Florey et al. 2011). 
La apoptosis de las células epiteliales tiene un importante papel durante la 
producción de daño gástrico (Fiorucci et al. 2001). Aunque la autofagia excesiva 
puede conducir a la muerte celular, la interacción entre la autofagia y la 
apoptosis nos habla de dos procesos antagónicos, y se considera a la autofagia 
como un mecanismo protector frente a varios tipos de estrés (Gordy & He 2012; 
Pattingre et al. 2005; Wei et al. 2008; Yu et al. 2004). De hecho, en experimentos 
previos de citometría de flujo a los que se muestran en esta tesis, pudimos 
comprobar que la inhibición farmacológica de la autofagia con 3-MA, inhibidor 
de la PI3K clase III, o con cloroquina, inhibidor lisosómico, aumentó el 
porcentaje de células AGS apoptóticas. En nuestros experimentos se utilizaron 
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dosis submáximales de 3-MA y se observó una respuesta sinérgica con AAS (5 
mM) a dosis a las que ninguno de estos fármacos aumentó las tasas de apoptosis 
y necrosis per se, lo que sí ocurrió cuando se combinaron. 
De los resultados en células epiteliales gástricas en cultivo deducíamos, por 
tanto, que la aspirina inhibía la formación de autofagosomas y, con ello, la 
función homeostática de la autofagia, lo que dejaba a la célula más sensible a 
otras acciones tóxicas propias de este fármaco. Los resultados obtenidos in vivo 
nos indican que estas alteraciones inducidas por la aspirina en las células 
epiteliales forman parte del mecanismo etiopatogénico de su acción 
gastrotóxica.  
De acuerdo con una autofagia defectuosa, se observó que el nivel de p62 y 
proteínas ubiquitinadas en el estómago de las ratas tratadas con AAS era mayor 
en comparación con el de las ratas control. La inmunotinción de LC3 en ratas 
control se restringió a la porción basal de la mucosa correspondiéndose 
probablemente con células principales gástricas y en correlación con el patrón 
de autofagia basal inducida por ayuno descrito en ratones transgénicos para 
GFP-LC3 (Mizushima et al. 2004). Después del tratamiento con AAS, la 
intensidad de la inmunotinción estaba aumentada no solo en la porción basal, 
sino también en la porción luminal de la mucosa, el área más expuesta a los 
contenidos gástricos lesivos. Dado que el anticuerpo LC3 puede unirse a ambas 
isoformas, LC3-I y LC3-II, de estos experimentos solo podemos concluir que el 
nivel de proteína LC3 total se incrementa, datos que se confirmaron mediante 
Western blot. Como esta proteína se degrada por autofagia, se asume que la 
cantidad total de proteína LC3 se correlaciona inversamente con el nivel de flujo 
de autofagia (Mizushima et al. 2010). Además, el ratio entre los niveles de 
proteína LC3-II y LC3-I se redujo después del tratamiento con AAS, lo que 
efectivamente indica que el fármaco disminuyó la tasa de formación de 
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autofagosomas en la mucosa gástrica de las ratas tratadas con AAS. Esta 
inhibición parece ocurrir, como en el caso de las células aisladas, por activación 
de la vía PI3K/Akt-GSK3-mTOR. 
El tratamiento de los animales con el inhibidor de la autofagia 3-MA no causó 
ningún daño macroscópico en nuestros experimentos, pero exacerbó las 
lesiones inducidas por AAS. Esto indica que la inhibición de la autofagia no es 
suficiente para producir daño, pero reconoce a la autofagia como mecanismo 
protector cuando ocurre la lesión. Curiosamente, varios modelos de ratón 
deficientes en autofagia a nivel intestinal parecen necesitar la presencia de 
estímulos adicionales, tales como infección vírica, microbiota intestinal patógena 
o daño inducido por fármacos, para mostrar un defecto en la barrera cuando la 
autofagia está reducida, de lo contrario no se observan alteraciones 
significativas (Cadwell et al. 2008; Saitoh et al. 2008; Cadwell et al. 2010; 
Cabrera et al. 2013). En nuestros modelos experimentales este estímulo 
adicional sería el AAS, del que se ha descrito la capacidad de producir apoptosis 
y promover la disfunción mitocondrial que puede conducir a la generación de 
especies reactivas de oxígeno. Nuestros datos sugieren que la autofagia basal 
en las células epiteliales gástricas aminora el efecto deletéreo del AAS, 
probablemente eliminando las mitocondrias defectuosas o contrarrestando las 
vías apoptóticas. 
Como resumen de esta primera parte, podemos decir que nuestros datos ponen 
de relieve la importancia de la autofagia en la mucosa gástrica como mecanismo 
protector cuando el epitelio se lesiona, ampliando las observaciones que 
nuestro grupo y otros han hecho a lo largo del tracto intestinal (Ortiz-Masiá & 
Cosín-Roger 2013; Saitoh et al. 2008; Cadwell et al. 2010), y sugiriendo que el 
desarrollo de fármacos capaces de estimular la autofagia podría aportar una 
estrategia de prevención de las lesiones digestivas.  
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La autofagia también parece dificultarse en presencia de otro AINE, la 
indometacina, si bien este fármaco parecía actuar de forma distinta a la 
observada con los salicilatos. La indometacina provocaba per se una 
acumulación de LC3-II y de otros dos sustratos de autofagia, los receptores de 
carga p62 y NBR1, lo que sugiere que inhibe el proceso de degradación 
autofágica. Confirmamos que este fármaco interrumpía un paso tardío de la ruta 
autofágica al observar que los sustratos se acumularon sin alterar la actividad 
mTOR, y continuaron acumulándose cuando mTOR se inhibió con rapamicina. 
Adicionalmente, los niveles del componente fagóforo LC3-II se redujeron 
cuando el flujo autofágico fue inhibido, en un punto posterior a mTOR por el 
inhibidor de PI3K wortmanina. 
Por consiguiente, analizamos la funcionalidad del destino final de todo sustrato 
autofágico, el lisosoma. La indometacina provocó una reducción en la señal 
fluorescente emitida por dos sondas acidófilas diferentes, LysotrackerÒ y 
naranja de acridina, lo cual era indicativo de la basificación lisosomal. La 
reducción en la relación entre la señal fluorescente roja-lisosómica y la verde-
citoplásmica emitida por la sonda naranja de acridina en las células tratadas con 
indometacina también sugería una permeabilidad aumentada de la membrana 
lisosomal. Es interesante señalar que estos cambios se asociaron con un 
movimiento centrífugo de los lisosomas desde su posición perinuclear normal 
hasta la periferia celular, que recientemente se ha relacionado con la reducción 
de la acidez y el aumento de la permeabilidad, como también se observó en 
este estudio (Gowrishankar & Ferguson 2016; Pu et al. 2016). De acuerdo con la 
alcalinización de lisosomas, se observó una menor actividad de catepsinas en 
las células tratadas con indometacina, lo que explica la deficiente degradación 
de los sustratos autofágicos. 
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Para analizar más a fondo el papel de las acciones lisosomales de la 
indometacina sobre la inhibición autofágica, evaluamos sus efectos en presencia 
de dos inhibidores lisosómicos diferentes: bafilomicina B1 (BafB1) y cloroquina 
(CQ). La primera posee un mecanismo de acción dual bien caracterizado que 
consiste en el bloqueo tanto de la V-ATPasa responsable de la acidificación 
lisosómica como de la fusión de lisosomas-autofagosomas (Klionsky et al. 2016). 
En nuestros experimentos, la bafilomicina B1 indujo una inhibición significativa 
en todos los parámetros lisosómicos y, por consiguiente, causó la acumulación 
de los tres sustratos autofágicos (LC3-II, p62 y NBR1). Ninguno de estos efectos 
fue potenciado por el co-tratamiento con indometacina, lo que sugiere que la 
interrupción de la función lisosómica causada por la bafilomicina B1 supera a la 
actividad de la indometacina y ello apoya que los lisosomas son la diana de este 
antiinflamatorio. 
La combinación de indometacina y cloroquina generó una situación más 
compleja. La cloroquina indujo una leve disfunción lisosomal que fue potenciada 
por la indometacina. En consecuencia, la acumulación de p62 inducida por la 
cloroquina fue menor que la inducida por la bafilomicina B1 y este nivel fue 
igualado por la combinación de cloroquina con indometacina. Con respecto a 
LC3-II, los efectos de la cloroquina fueron comparables a los inducidos por la 
bafilomicina B1 y, aun así, los niveles de LC3-II tendieron a ser mayores en las 
células tratadas con la combinación de cloroquina e indometacina. De hecho, 
esta combinación de fármacos dio como resultado una acumulación de un 
mayor número de puncta de LC3-II. Dado que una activación del flujo autofágico 
como respuesta compensatoria al bloqueo lisosomal parece improbable a la luz 
de los resultados obtenidos con bafilomicina B1 y a la inalterada actividad mTOR 
(Li et al. 2013), es posible que la cloroquina, sola o en combinación con 
indometacina, provoque una lipidación no canónica de LC3 (Florey et al. 2015), 
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un proceso que no ocurriría con la bafilomicina B1 porque depende de la 
actividad de V-ATPasa. No obstante, en conjunto, nuestros resultados indican 
que la indometacina potencia los efectos de la cloroquina, un fármaco 
tradicionalmente utilizado contra la malaria y que se está ensayando en ensayos 
clínicos como coadyuvante de los tratamientos antineoplásicos (Rebecca & 
Amaravadi 2016; Kroemer 2015). En concordancia con nuestros resultados, 
existen estudios previos que informan de un paralelismo entre indometacina y 
cloroquina con respecto a sus efectos sobre las células epiteliales cancerosas 
(Brouxhon et al. 2007), y una sinergia entre estos dos fármacos en su acción 
contra la malaria (Deharo et al. 2003). 
La razón para la incorporación de cloroquina en los tratamientos antineoplásicos 
es que la autofagia ocurre como mecanismo de resistencia de las células 
cancerosas a los fármacos citotóxicos (Rebecca & Amaravadi 2016; Kroemer 
2015). Nosotros observamos que el oxaliplatino, fármaco antineoplásico 
comúnmente usado en el cáncer gástrico, tiende a aumentar la presencia de 
puncta de LC3-II en células AGS, aumento que es más evidente en presencia de 
indometacina, sola o combinada con cloroquina. Por lo tanto, parece que el 
oxaliplatino promueve la autofagia en estas células de cáncer gástrico, y que la 
indometacina sola y especialmente en presencia de cloroquina, inhibe la 
degradación de los autofagosomas nuevamente formados. Cuando añadimos 
indometacina a los medios de cultivo después de un período en presencia de 
oxaliplatino, este AINE potenció el efecto tóxico del oxaliplatino y produjo una 
disminución concomitante en la actividad autofágica, lo que probablemente 
explica la sinergia entre estos dos fármacos observada en nuestro trabajo y 
previamente en un modelo in vivo de cáncer (Sun & Chen 2016). Según esto, la 
inhibición de la función lisosomal y la consiguiente interferencia de la 
degradación autofágica puede ser en parte responsable de los efectos 
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beneficiosos de la indometacina en los procesos cancerosos ya publicados en 
algunos estudios (Sun & Chen 2016; Lundholm et al. 1994; Leibowitz et al. 2014). 
En resumen, la modulación de la autofagia ha surgido como una posible 
estrategia para sensibilizar a las células cancerosas a los agentes citotóxicos, si 
bien se precisa un conocimiento más profundo de los efectos del bloqueo 
autofágico en cáncer dado el papel que la autofagia también puede 
desempeñar en la tumorogénesis (Kenific & Debnath 2015). No obstante, el 
avance en esta área está limitado por el hecho de que aún no se han identificado 
inhibidores específicos de la autofagia. Nuestro estudio propone a un 
candidato, la conocida indometacina, sola o combinada con el clásico fármaco 
cloroquina, como modulador de la autofagia y, por tanto, como adyuvante de 
las terapias antineoplásicas.  
Como compendio de los resultados presentados, podemos decir que las células 
epiteliales del tracto digestivo sufren alteraciones en el proceso de autofagia en 
presencia de algunos AINE. Sin embargo, este no es un efecto de clase en 
cuanto que no se da con todos ellos y, además, tanto los mecanismos implicados 
como la afectación de la homeostasia celular puede ser distinta en cada caso. 
Hemos analizado en detalle la acción de la aspirina y de la indometacina y, si 
bien los dos inhiben la autofagia, en el primer caso deducimos que habrá 
acumulación de sustratos de autofagia en el citoplasma mientras que con la 
indometacina estos sustratos se acumularán empaquetados en autofagosomas 
/ autolisosomas. En ambos casos se debilita la capacidad defensiva de las 
células, lo que puede estar implicado tanto en las acciones deletéreas de los 
AINE sobre el epitelio gastrointestinal como en su acción protectora frente a la 
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1.   Entre los AINE estudiados, el ácido acetilsalicílico, el salicilato sódico, 
la indometacina y el ibuprofeno, inhiben el proceso de la autofagia en 
células epiteliales gastrointestinales. Mientras que los dos primeros lo 
hacen en la fase inicial de formación de autofagosomas, los dos 
últimos bloquean la fase final de degradación. 
 
2.   El ácido acetilsalicílico inhibe la autofagia en células epiteliales 
gástricas mediante la activación de la ruta PI3K/Akt-mTOR, que 
finalmente inhibe la proteína ULK1 y, por lo tanto, el inicio de la 
autofagia. El salicilato sódico reproduce este efecto. 
 
3.   La inducción de daño gástrico mediante el tratamiento con ácido 
acetilsalicílico en un modelo en rata, se asocia con una reducción de 
la autofagia en las células epiteliales de la mucosa gástrica de manera 
dependiente de la activación de la ruta PI3K/Akt-mTOR. Una 
inhibición adicional de la autofagia con 3-MA potencia la 
gastrotoxicidad, mientras que la inducción de la autofagia con 
trehalosa protege la mucosa. 
 
4.   La indometacina bloquea la degradación autofágica en células 
epiteliales gástricas al reducir la acidez y la actividad enzimática en el 
lisosoma. 
  
5.   La indometacina aumenta la acción citotóxica del oxaliplatino sobre 
células tumorales gástricas mediante el bloqueo de la activación de la 
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